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Zusammenfassung
Mit dem Aufkommen der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie hat sich eine Mo¨glichkeit der
dreidimensionalen Abbildung biologischer Proben mit einem bis dahin noch nie dagewese-
nem Signal–zu–Hintergrundverha¨ltnis ero¨ffnet. Durch punktweises Beleuchten und Verwen-
dung einer sogenannten konfokalen Blende in einer zum Objektivfokus konjugierten Ebene
kann eine sehr scharfe Trennung zwischen Fluoreszenzlicht, das aus der beobachteten Ob-
jektebene herru¨hrt, und unspezifischem Hintergrundlicht erzielt werden. Nachteilig jedoch
ist zum einen eine lange Aufnahmedauer, da die Probe Punkt fu¨r Punkt gerastert werden
muss, und zum anderen eine hohe Belastung durch das Anregungslicht, was insbesondere
beim Aufnehmen von dreidimensionalen Datensa¨tzen zu starkem Bleichen der Fluorszenz-
moleku¨le in der Probe und zu phototoxischen Effekten fu¨hrt.
Einen alternativen Ansatz bietet seit einigen Jahren die Lichtscheiben–Fluoreszenzmikro-
skopie. Hier sind Beleuchtungs– und Detektionsstrahlengang getrennt und orthogonal zu-
einander angeordnet, mit dem Resultat, dass nur die untersuchte Fokusebene beleuchtet
wird und so die Gesamtbeleuchtungsintensita¨t bei der Bildaufnahme deutlich reduziert
ist. Die Detektor–Blende ist hier obsolet, da die axiale Selektivita¨t aus der eingegrenzten
Beleuchtungsintensita¨tsverteilung resultiert. Nichtsdestotrotz ko¨nnte ein konfokales Detek-
tionsschema auch bei der selektiven Lichtscheiben–Fluoreszenzmikroskopie von Vorteil sein,
da dann Streulicht, das zu einer Verminderung des Bildkontrastes fu¨hrt, unterdru¨ckt wu¨rde.
Im Rahmen dieser Arbeit soll eine solche Kombination realisiert und eine mo¨gliche Ver-
besserung der Bilddaten untersucht werden. Hierzu wurde ein Lichtscheibenmikroskop mit
gerastertem Beleuchtungsstrahl entwickelt. Zum ersten Mal wurde bei einem solchen Mi-
kroskop eine konfokale Zeilendetektion mit Hilfe des sogenannten Rolling Shutters einer
CMOS–Kamera (Complementary metal-oxide-semiconductor) verwirklicht. Im Fokus stand
die Untersuchung der optischen Eigenschaften einer solchen Kombination von Lichtblatt–
Beleuchtung und konfokaler Zeilendetektion. Die theoretische Form der Punktabbildungs-
funktion wurde berechnet und mit praktischen Messungen verglichen. Insbesondere wurde
der Frage nachgegangen, wie stark hierbei der Gewinn in der Bildqualita¨t ist und welche
potentiellen Vorteile beim Studium biologischer Proben hierdurch entstehen. Als Heraus-
forderung hat sich die Konstruktion eines solchen Gera¨tes herausgestellt, da es ho¨chste
Anforderung an mechanische Pra¨zision und zeitliche Synchronisation zwischen Beleuch-
tung und Detektion stellt.
Zuletzt wurden mit dem entwickelten Mikroskop unterschiedliche biologische Modellorga-
nismen aus aktuellen Forschungsbereichen untersucht. Dies sollte die Vorteile des konfokalen
Detektionsschemas in der Anwendung demonstrieren. Im Fokus lag dabei die Untersuchung
der Myelinisierung von Axonen entlang des Ru¨ckenmarks in Zebrafischen. Myelinscheiden,
die sich um die Nervenfasern bilden, befinden sich in einer Tiefe von 50 bis 100µm im Or-
ganismus und haben einen Durchmesser von etwa einem Mikrometer. Da das Fluoreszenz-
licht aus diesen Probenbereichen eine große Strecke durch heterogenes biologisches Gewebe
zuru¨cklegen muss, ist die Wahrscheinlichkeit hoch, dass es dabei gestreut wird. Dies fu¨hrt zu
einem unspezifischen Signal im resultierenden Bild und vermindert den Kontrast. Die Un-
tersuchung mit einem Lichtscheibenfluoreszenzmikroskop ohne konfokale Diskriminierung






Ein abbildendes System wird in erster Linie durch sein Auflo¨sungsvermo¨gen charakteri-
siert, da dieses bestimmt bis zu welchem Detailgrad Strukturen im Bild erkennbar sind
und quantitativ erfasst werden ko¨nnen. Unter idealen Bedingungen und frei von Aber-
rationen ist die Abbildung beugungsbegrenzt und erreicht eine untere Grenze, die durch
die Wellenla¨nge und numerische Apertur des Objektivs bestimmt wird. Fu¨r die Fluores-
zenzmikroskopie bedeutet dies, dass die kleinsten zu erkennenden Strukturen durch die
Wellenla¨nge des Fluoreszenzlichtes definiert werden. Das Bild eines Punktemitters wird
durch eine Airy–Funktion beschrieben, charakterisiert durch den Airy–Radius. Dieser ist






wobei NA die numerische Apertur des Systems und λ die Wellenla¨nge des emittierten
Lichtes ist. Hierbei handelt es sich um das Rayleigh–Kriterium, ein heuristischer Ansatz
zur Beschreibung des Auflo¨sungsvermo¨gens. Es besagt, dass die Bilder von zwei Punkt-
emittern dann noch gerade unterschieden werden ko¨nnen, wenn das Hauptmaximum des
Ersten auf das erste Intensita¨tsminimum des Zweiten fa¨llt. Daneben gibt es noch weitere
a¨quivalente Maße zur Charakterisierung der Abbildungsleistung, wie z.B. das Sparrow-
Kriterium ([Spa16]) oder die Strehl–Zahl ([Str95]). Da die numerische Apertur einer Linse
maximal gleich dem Brechungsindex des umgebenden Mediums sein kann, wird somit eine
fundamentale Auflo¨sungsgrenze durch die Wellenla¨nge des Lichtes gesetzt. Jedoch geht man
dabei davon aus, dass das von den Punktemittern ausgesandte Lichtfeld sich ungesto¨rt zur
Linse bewegen kann.
Die Realita¨t zeichnet allerdings ein anderes Bild. Die Vielfalt und Komplexita¨t der In-
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teraktion von Licht mit biologischem Gewebe ist nur schwer berechenbar und kann einen
starken Einfluss auf das resultierende Bild haben. Zugleich ist man bei der Mikroskopie
biologischer Proben ha¨ufig an Strukturen und Prozessen interessiert, die tief im untersuch-
ten Objekt liegen. Um den Anteil des Bildhintergrunds zu reduzieren, der durch in der
Probe gestreutes Licht sowie durch Licht von außerhalb des Bildfokus entsteht, werden
traditionell Gewebeschnitte mit einer Dicke von nicht mehr als 10 − 20µm angefertigt, so
dass diese mit einem Durchlicht– oder Auflichtmikroskop (auch Epi–Mikroskop genannt)
betrachtet werden ko¨nnen. Auch kann die Transparenz einer Probe durch chemische Be-
handlung erho¨ht werden ([SAP+02]). Soll die Probe allerdings mo¨glichst intakt sein oder
gar ein lebender Organismus untersucht werden, muss man sich der Problematik der Ab-
bildung in ausgedehnten biologischen Systemen stellen. Hierbei treten Prozesse auf, die die
Bewegung der Photonen durch das Gewebe beeinflussen und zu Streuung, unspezifischem
Hintergrund und Kontrastverlust fu¨hren ([BEJ+95]), ([HD05]). Dies macht eine differen-
ziertere Betrachtung des Abbildungsprozesses erforderlich.
Eine detaillierte Beschreibung der dreidimensionalen Abbildung eines punktfo¨rmigen Ob-
jekts im Ortsraum wird durch die Punktabbildungsfunktion (auch Punktspreizfunktion,
PSF) beschrieben. Je kleiner deren Ausdehnung ist, desto besser ist das Auflo¨sungsvermo¨gen
eines Mikroskops. Ihr A¨quivalent im Frequenzraum ist die optische Transferfunktion (OTF).
Abb. 1.1 soll die enge Verknu¨pfung zwischen ra¨umlichem Auflo¨sungsvermo¨gen und Kon-
trast eines Bildes veranschaulichen. PSF und OTF ko¨nnen ausgehend von der Amplitu-
den– und Phasenverteilung T (x,y) in der Pupillenebene einer Linse oder eines Objektivs
berechnet werden. Die Fourier–Transformierte von T (x,y) beschreibt dann die Feldvertei-
lung A(xF ,yF ) im Fokus des Objektivs und wird Amplituden–PSF genannt. Der Abso-
lutbetrag hiervon ist die Intensita¨ts–PSF S(xF ,yF ). Durch Fourier–Transformation dieser
gelangt man zur OTF F(ωx,ωy). Alternativ kann mit Hilfe des Korrelationstheorems fu¨r die
Fourier–Transformation die OTF auch direkt durch Autokorrelation von T (x,y) berechnet
werden ([MM04]).
Die optische Transferfunktion ist eine komplexe Gro¨ße und kann geschrieben werden als
F (ω) = M(ω) exp (iΦ(ω)). Das Amplitudenspektrum M(ω) der Fourier–Transformation
der PSF ist die Modulationstransferfunktion (MTF). Das Phasenspektrum Φ(ω) wird Pha-
sentransferfunktion (PTF) genannt. Die MTF beschreibt den Abbildungskontrast eines
sinusfo¨rmigen Intensita¨tsgitters, also wie gut die einzelnen Linien bei unterschiedlichen
ra¨umlichen Frequenzen voneinander zu unterscheiden sind.
Im wellenoptischen Bild wird eine ideale Linse dadurch definiert, dass sie eine ebene elek-
tromagnetische Welle in eine spha¨rische Welle transformiert. Die Oberfla¨chen konstanter
Phase des elektrischen Feldes bilden dann perfekte Kugelsegmente die konzentrisch zum
Fokuspunkt konvergieren. Bei realen Linsen kann die Form der Phasenoberfla¨che allerdings
abweichen, was zu Abbildungsfehlern fu¨hrt. Die Abbildungsqualita¨t wird deshalb unter an-
derem durch die Differenz der Oberfla¨che konstanter Phasen der realen fokussierten Welle
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Abbildung 1.1: Zusammenhang zwischen der Pupillenfunktion T(x,y), der Amplituden–PSF
A(xF ,yF ), der Intensita¨ts–PSF S(xF ,yF ) und der Optischen Transferfunktion F(ωx,ωy). Die OTF
ist eine komplexe Gro¨ße und beschreibt Phase und Kontrast eines abgebildeten, periodischen Git-
ters. Ihr Realteil, die MTF, beschreibt dabei wie gut der Kontrast des Gitters erhalten bleibt. MTF
und OTF sind demnach direkt miteinander verknu¨pft. Verschlechtert sich zum Beispiel der Kon-
trast durch Auftreten eines unspezifischen Bildhintergrundes, wirkt sich dies direkt nachteilig auf
das Auflo¨sungsvermo¨gen des gesamten Systems aus.
zu einer idealen spha¨rischen Welle gemessen. Werden optische Aberrationen soweit mini-
miert, dass die maximale Abweichung von der idealen Wellenfront kleiner als λ/4 ist, so
ist auch die U¨bertragung des Kontrastes maximiert ([BAR65]). Bildscha¨rfe und Kontrast
ha¨ngen jedoch nicht nur von dem abbildenden System ab, sondern auch von den Strukturen
in der Probe selbst.
Der Beleuchtungsstrahlengang eines konventionellen Fluoreszenzmikroskops gleicht dem ei-
nes Auflichtmikroskops. Die Probe wird mit einer Lichtquelle beleuchtet, deren Wellenla¨nge
auf das Anregungsmaximum der verwendeten Fluorophore abgestimmt ist und diese zur
Fluoreszenz anregt.
Auf dem Weg durch die Probe unterliegt das emittierte Licht unterschiedlichen Prozessen,
die die Propagationsrichtung und Energie der Photonen a¨ndern oder diese gar ga¨nzlich
auslo¨schen ko¨nnen ([Nie07]). Hierzu geho¨ren Beugung und Reflexion an Grenzschichten
mit unterschiedlichen Brechungsindizes, die elastische und stark wellenla¨ngenabha¨ngige
Rayleigh–Streuung an Moleku¨len und die wellenla¨ngenunabha¨ngige und anisotrope Mie–
Streuung an gro¨ßeren Objekten wie Zellorganellen, die von der Umgebung abweichende
Brechungsindizes haben. Trifft ein Photon auf ein Elektron, kann es vollsta¨ndig absorbiert
oder auch mit einer gro¨ßeren oder kleineren Energie re–emittiert werden, man spricht dann
von Raman–Streuung.
Durch diese Prozesse wird die Phasenoberfla¨che der Welle an verschiedenen Punkten im
Raum unterschiedlich stark deformiert. Eine von einem Fluorophor ausgehende, spha¨rische
Welle wird durch ein ideales Mikroskopobjektiv in eine planare Welle umgewandelt. Diese
wiederum wird durch die Tubuslinse auf einem Fla¨chendetektor wie z.B. einem CCD– oder
CMOS–Sensor fokussiert. Analog zur Deformation der Phasenoberfla¨che durch optische
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Abbildung 1.2: Die Wahrscheinlichkeit, dass ein Photon gestreut wird ha¨ngt vom Streukoeffizienten
ab. Je weiter die Strecke ist, die es durch ein optisch inhomogenes Medium zuru¨cklegen muss, desto
wahrscheinlicher ist es, dass es einmal oder mehrmals gestreut wird. Bei biologischem Gewebe betra¨gt
die Wegla¨nge, ab der der Anteil gestreuter Photonen dominiert, etwa 100µm. Nach [NTZ10].
Aberrationen fu¨hrt eine Sto¨rung der elektromagnetischen Welle durch die Probe allerdings
auch zu einem Verlust von Kontrast und Auflo¨sung der Bilddaten.
Die Wahrscheinlichkeit fu¨r das Auftreten eines dieser Prozesse beim Durchqueren einer be-
stimmten Strecke durch ein inhomogenes Medium folgt einem exponentiellen Gesetz und
wird durch den Absorptionskoeffizienten µa und den Streukoeffizienten µs bestimmt. Die
Summe µt = µa+µs nennt man Extinktionskoeffizient und dessen reziproken Wert 1/µt die
mittlere freie Wegla¨nge (MFW). Biologisches Gewebe ist im Submillimeterbereich trans-
parent, es u¨berwiegen die Streuprozesse gegenu¨ber der Absorption. Somit kann vereinfacht
der Extinktionskoeffizient dem Streukoeffizienten gleichgesetzt werden: µt ≈ µs.
Streuung ist ein Prozess bei dem ein Photon von der Elektronenwolke eines Moleku¨ls ab-
sorbiert und wieder re-emittiert wird. Kleine Moleku¨le, die vereinfacht als Hertzsche Dipole
gena¨hert werden ko¨nnen deren ra¨umliche Orientierung zufa¨llig ist, streuen Photonen iso-
trop. Um die anisotrope Streuung an gro¨ßeren Proteinen und Zellorganellen zu beschreiben
wird ein Anisotropie–Faktor g eingefu¨hrt. Dieser ist gleich der Wahrscheinlichkeit, dass
ein Photon in Vorwa¨rtsrichtung gestreut wird. Der reduzierte Streukoeffizient kann durch
µ′s = (1 − g)µs definiert werden ([BOCY97],[Arr99], [BOCY94], [Sch97]). Bei anisotroper
Streuung beschreibt der reziproke Wert 1/µ′s die mittlere freie Transportla¨nge (MFT), nach
der ein Photon diffusives Verhalten aufweist, seine urspru¨ngliche Richtungsinformation also
vollsta¨ndig verloren gegangen ist. Analog zur MFW bei isotroper Streuung geht bei aniso-
troper Streuung die Richtungsinformation der Photonen ab einer Strecke gleich der MFT
verloren.
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Im Fall elastischer Streuung kann man die vom Emitter ausgehenden und vom Bildsensor
detektierten Photonen in sog. ballistische und gestreute unterteilen. Als ballistisch bezeich-
net man dabei solche, die ohne Wechselwirkung die Probe passieren. Bei Wegla¨ngen weit
unterhalb der MFW tragen ballistische Photonen dominierend zum entstehenden Bild bei.
Mit zunehmender Abbildungstiefe, in dieser Arbeit definiert als der Abstand zwischen dem
Deckglas und der Betrachteten Objektebene, erho¨ht sich allerdings der Anteil gestreuter
Photonen. Bei Abbildungstiefen jenseits der MFW erfa¨hrt der Großteil der Photonen min-
destens ein Streuereignis. Liegt die Abbildungstiefe in der Gro¨ßenordnung der MFT, ist
die Bewegung der Photonen durch das Gewebe durch Diffusion dominiert und eine direkte
Abbildung nicht mehr mo¨glich.
Abb. 1.2 veranschaulicht diesen Sachverhalt und zeigt, dass drei Zonen existieren: Der ballis-
tische Bereich, ein Bereich mit erho¨htem Streuanteil und ein diffusiver Bereich. Die mittlere
freie Wegla¨nge in diesem Beispiel betra¨gt 100µm, was auch etwa der Gro¨ßenordnung fu¨r
biologisches Gewebe entspricht ([BEJ+95]).
Abbildung 1.3: Vergleich des effektiven Auflo¨sungsvermo¨gens als Funktion der Abbildungstiefe. Der
beugungsbegrenzte Bereich bei der Epi–Mikroskopie ist auf relativ du¨nne Proben wie histologische
Schnitte oder du¨nne Zellschichten am Deckglas beschra¨nkt. Durch die Beleuchtung der gesamten
Probe entsteht ein dominanter, unspezifischer Bildhintergrund. Durch selektive Beleuchtung der Ebe-
ne im Beobachtungsfokus kann mit LSFM die Abbildungstiefe signifikant erho¨ht werden. Allerdings
nimmt auch hier der Bildkontrast jenseits der MFW stark ab. Konfokale Mikroskopie verbessert
hier die Auflo¨sung, da durch die konfokale Lochblende Streulicht gefiltert wird. Zwei–Photonen– und
Multiphotonenmikroskopie (2P/MP) erho¨hen die Abbildungstiefe durch das Ausnutzen der ho¨heren
Eindringtiefe im nahen infraroten Wellenla¨ngenbereich und durch eine ra¨umlich begrenzte Fluores-
zenzanregung. Abbildung modifiziert nach [NTZ10].
Abb. 1.3 gibt einen qualitativen Vergleich der effektiv erreichbaren Auflo¨sung in Abha¨ngig-
keit der Abbildungstiefe unterschiedlicher Methoden der Fluoreszenzmikroskopie wieder. So
kann bei Epi–Fluoreszenzmikroskopie zwar beugungsbegrenzte Auflo¨sung erreicht werden,
allerdings ist diese auf Zell–Monolagen oder Gewebeschnitte mit einer Dicke von maximal
10−20µm beschra¨nkt. Der Grund liegt darin, dass fu¨r Anregung und Detektion der gleiche
6 Kapitel 1 - Einleitung
Strahlengang verwendet wird, wodurch das gesamte Probenvolumen beleuchtet wird. Dies
fu¨hrt zu einem hohen, unspezifischen Bildhintergrund.
Lichtscheiben–Fluoreszenzmikroskopie (LSFM) verringert dieses Problem, indem nur die
beobachtete Ebene mit einem du¨nnen Lichtblatt beleuchtet wird ([SZ03], [VBS93], [San11]).
Dies ermo¨glicht die Erho¨hung der Abbildungstiefe auf ein Mehrfaches der MFW. Dabei
ist zu beachten, dass die mo¨gliche Auflo¨sung mit zunehmender Eindringtiefe deutlich ab-
nimmt. Die Probe kann durch Behandlung mit BABB (1:2 Benzylalkohol und Benzyl-
benzoat) optisch homogenisiert werden, jedoch ist dieses Verfahren nur bei Post–mortem–
Untersuchungen anwendbar. Fu¨r Studien an lebende Proben ist ein physikalischer Ansatz
notwendig.
Abbildung 1.4: Prinzip der konfokalen Mikroskopie nach [Min61]. S ist die Lichtquelle und regt ein
Fluorophor im Fokus F der Linse L an. Fluoreszenzlicht wird durch die gleiche Linse u¨ber einen
Dichromaten B auf einen Punktdetektor D fokussiert. Die Position des Punktdetektors und des
Anregungsfokus sind zueinander konjugiert. Licht von außerhalb des Beleuchtungsfokus (gestrichelte
Linie) wird nicht in D fokussiert und somit nicht detektiert. Hierzu za¨hlen Hintergrundfluoreszenz
und gestreute Photonen.
Konfokale Mikroskopie erlaubt eine Erho¨hung der Abbildungstiefe bei gleichzeitigem Bei-
behalten der optischen Abbildungsleistung. Erreicht wird dies durch Filtern des Hinter-
grundlichtes mittels eines Punktdetektors oder mit einem Fla¨chendetektor mitsamt einer
Lochmaske in dem zum Beleuchtungsfokus konjugierten Punkt. Die Beleuchtung erfolgt mit
einem fokussierten Laser, der die untersuchte Probenebene Punkt fu¨r Punkt rastert und so
Pixel fu¨r Pixel ein Bild erzeugt. Die Kombination aus ra¨umlich begrenzter Anregung der
Probe und ra¨umlich selektiver Detektion fu¨hrt zu einer konfokalen Diskriminierung (Abb.
1.4). Licht aus dem Anregungsfokus F der Linse L wird u¨ber einen Dichromaten in den
Mittelpunkt einer Lochblende in der Bildebene D fokussiert. Hintergrundlicht, in der Ab-
bildung durch die gestrichelte Linie dargestellt, kann die Blende nicht passieren und wird
somit nicht detektiert. Streulicht wird ebenfalls nicht ins Zentrum der Blende fokussiert
und somit ausgeschlossen. Dies ermo¨glicht die Aufnahme von dreidimensionalen Bilddaten
mit hohem Kontrast und guter Tiefenselektion.
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In der Zweiphotonen– (2P) oder Multiphotonenmikroskopie (MP) werden Fluorophore
nichtlinear angeregt ([HD05]). Wird bei der linearen Mikroskopie jeweils aus einem Anregungs–
Photon ein Fluoreszenz–Photon, werden hier zwei oder mehr Photonen verwendet, die in-
nerhalb eines kurzen Zeitintervalls (ca.0,5 fs) von der Elektronenwolke eines Fluorophors
absorbiert werden mu¨ssen, um diese auf ein ho¨heres Energieniveau anzuregen. Die anschlie-
ßende Relaxation durch Fluoreszenz erfolgt in gleicher Weise wie im linearen Fall, wobei
hier die Energie des emittierten Photons in etwa gleich der Summe der Energien der ab-
sorbierten Photonen ist. Diese Prozesse erfordern eine sehr hohe Lichtintensita¨t, die zum
Beispiel durch Fokussierung des Anregungsstrahls durch ein Objektiv mit einer hohen nu-
merischen Apertur erzielt werden kann. Da die Intensita¨t außerhalb des Beleuchtungsfokus
rasch abnimmt, ist das Anregungsvolumen sehr klein und vergleichbar mit dem Volumen
aus dem Fluoreszenz beim konfokalen Einzelphotonenmikroskop detektiert wird. Bei der
Multiphotonenmikroskopie wird somit nur die Anregungsebene selektiv angeregt, was ei-
ne hohe Tiefendiskriminierung ermo¨glicht und das Bleichen von Farbstoffen außerhalb des
Anregungsfokus vermeidet. Als Lichtquelle werden gepulste Laser mit Wellenla¨ngen im
Nahinfraroten Bereich (etwa 800 nm–1300 nm) und Pulsla¨ngen in der Gro¨ßenordnung von
100 fs verwendet. Da neben der ra¨umlichen auch die zeitliche Fokussierung fu¨r die Multi-
photonenanregung von Bedeutung ist, kann die Fluoreszenzintensita¨t durch Verku¨rzen der
Laserpulsdauer und Pulswiederholfrequenz gesteigert werden. Durch die punktuelle Fluo-
reszenzanregung ist die Verwendung einer konfokalen Lochblende obsolet und es ko¨nnen
sogar gestreute Fluoreszenzphotonen zur Bilderzeugung genutzt werden. Aufgrund der Ver-
wendung von Infrarotlicht wird der Anteil des durch die wellenla¨ngenabha¨ngige Rayleigh-
streuung abgelenkten Anregungslichts verringert und die Ausdehnung des Anregungsvolu-
mens verkleinert.
Daru¨ber hinaus gibt es bei einem Epi–Fluoreszenzmikroskop die Mo¨glichkeit mit Hilfe von
strukturierter Beleuchtung (SIM, Structured Illumination Microscopy ) den Bildkontrast
durch Diskriminieren des Hintergrundes zu erho¨hen ([LM63], [Gus00], [MK10], [Mer11]).
Diese Methode basiert darauf, dass die Probe mit einem meist sinusfo¨rmigen Muster be-
leuchtet wird. Dabei sind mehrere Beleuchtungsschritte mit unterschiedlicher Phase (0◦,
120◦ und 240◦) notwendig. Das kontrastverbesserte Bild I la¨sst sich dann aus diesen Bil-





((I0◦ − I120◦)2 + (I120◦ − I240◦)2 + (I240◦ − I0◦)2) (1.2)
Die Nachteile sind zum einen, dass mehrere Belichtungsschritte mit unterschiedlicher Phase
des Intensita¨tsgitters no¨tig sind. Zum anderen ha¨ngt das Resultat auch vom Kontrast
des Beleuchtungsmusters selber ab. Da die Rohdaten in Epi–Konfiguration aufgenommen
werden, kann dieser durch Streuung verringert werden, was wiederum zu einer schlechteren
Hintergrundunterdru¨ckung fu¨hrt.
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1.2 Lichtscheiben–Fluoreszenzmikroskopie
.
Abbildung 1.5: Prinzip der Lichtscheiben–Fluoreszenzmikroskopie. Der Beleuchtungsstrahl (blau)
wird mit Hilfe von zylindrischen Linsen so geformt, dass er in z–Richtung fokussiert und in
y–Richtung aufgeweitet und kollimiert ist. Dadurch entsteht in der Fokusebene des Detektions–
Objektivs ein du¨nnes Lichtblatt, das nur in dieser du¨nnen Schicht Fluoreszenz anregt. Das Bild
(gru¨n) wird durch eine Tubuslinse auf einen Fla¨chendetektor abgebildet. Aus [HS09]
Lichtscheiben–Fuoreszenzmikroskopie basiert auf der selektiven Beleuchtung der Objekt-
ebene mit einem du¨nnen Lichtblatt und bietet viele Vorteile gegenu¨ber der Epi–Fluores-
mikroskopie ([HSDB+04], [RVS+08], [RVV+10], [WWK10]). Wa¨hrend bei der Mikroskopie
mit Epi–Beleuchtung optische Beleuchtungs– und Detektionsachse u¨berlappen, werden bei
LSFM die Strahlenga¨nge voneinander getrennt. Die optischen Achsen von Beleuchtungs–
und Detektionsobjektiv stehen dann orthogonal zueinander (vgl. Abb. 1.5). Der Anre-
gungslaser wird durch ein Zylinderlinsen–Teleskop in z–Richtung kollimiert aufgeweitet. In
y–Richtung wird der Strahl in die hintere Fokalebene (HFE) des Beleuchtungsobjektivs
fokussiert. Dieses Lichtblatt ist in z fokussiert und in y kollimiert. Hierdurch wird nur ei-
ne du¨nne Schicht in der Probe mit einem elliptischen Gaußstrahl ([Ald03]) beleuchtet. Es
wird nur die tatsa¨chlich betrachtete Ebene in der Probe angeregt, was zu einer drastischen
Steigerung des Kontrastes und des Auflo¨sungsvermo¨gens fu¨hrt. So ko¨nnen auch kleine-
re Details aufgelo¨st werden, die ansonsten im hohen Hintergrundsignal verloren gingen.
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Abbildung 1.6: Vergleich von Lichtscheiben–Fluoreszenzmikroskopie und einem konfokalen
Scanning–Mikroskop. A: Bei Aufnahme einer einzelnen Bildebene wird bei einem konfokalen Mikro-
skop das gesamte Probenvolumen beleuchtet. B: LSFM beleuchtet nur die abgebildete Probenschicht
und reduziert Photobleichen und phototoxische Effekte in der gesamten Probe. C: Der konfokale
Punktscanner nimmt das Bild Pixel fu¨r Pixel auf, was zu einer langen Bildaufnahmedauer fu¨hrt. D:
Bei LSFM ko¨nnen Fla¨chensensoren verwendet werden, was die zeitliche Auflo¨sung drastisch erho¨ht.
Aus [HS09]
Gleichzeitig ko¨nnen Bildsensoren wie CCD– oder CMOS–Kameras mit hoher Sensitivita¨t
und hoher Bildrate eingesetzt werden. Durch selektive Beleuchtung ko¨nnen auch dreidi-
mensionale Bilddaten mit hoher Tiefendiskriminierung aufgenommen werden. Bei einem
solchen Bildstapel ist der Grad der Trennung der einzelnen Ebenen von der Dicke des
Lichtblatts abha¨ngig. Je du¨nner dieses ist, desto ho¨her ist die Tiefendiskriminierung. Die
axiale Auflo¨sung kann sogar unter die beugungslimitierte Grenze des Detektionsobjektivs
gesenkt werden, wenn das Lichtblatt du¨nn genug ist. Dies ist leicht zu realisieren, wenn fu¨r
die Anregung sowie fu¨r die Abbildung Objektive mit gleicher numerischer Apertur verwen-
det werden ([ES06]). Auch das Erreichen einer hohen, ra¨umlich nahezu isotropen Auflo¨sung
ist mo¨glich, wie in [PGM+11] mit adha¨renten Zellen demonstriert wurde. Die ra¨umliche
Auflo¨sung von LSFM liegt in der Regel in der Gro¨ßenordnung von 1–10 µm.
Die wesentlichen Vorteile von LSFM gegenu¨ber den oben genannten konfokalen Methoden
sind zum einen die ho¨here Aufnahmegeschwindigkeit, da Fla¨chensensoren wie CCD– oder
CMOS–Detektoren eingesetzt werden ko¨nnen. So erreichen aktuelle Modelle Bildraten von
u¨ber 100 Hz mit einem Bildfeld von u¨ber 1000 Pixeln Kantenla¨nge. Zum anderen ist die
gesamte Lichtintensita¨t der eine Probe bei der Aufnahme des gleichen Bildfeldes ausgesetzt
ist, gegenu¨ber einem u¨blichen konfokalen Punkt– oder Zeilenscanning–Mikroskop deutlich
reduziert.
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In Abb. 1.6 werden die bei LSFM und einem konfokalen Punktscanner beleuchteten Volumi-
na miteinander verglichen. Da bei einem konfokalen Punkt–Scanning–Mikroskop, a¨hnlich
wie bei Epi–Fluoreszenzmikroskopie, Beleuchtungs– und Detektionsachse kollinear sind,
wird die gesamte Probe bei der Aufnahme eines Bildes einer hohen Intensita¨t ausgesetzt.
Fluorophore außerhalb des Fokus werden angeregt und ko¨nnen durch Photobleichen zersto¨rt
werden. Dies erho¨ht auch die Belastung der Probe durch phototoxische Prozesse ([DFN07]).
Die Sta¨rke von LSFM wird besonders bei der Aufnahme von dreidimensionalen Bildstapeln
Abbildung 1.7: A: Prinzip der gescannten Lichtscheiben–Fluoreszenzmikroskopie. Mittels einer Scan-
linse und einer Tubuslinse wird ein Scanspiegel in die hintere fokale Ebene des Beleuchgsobjektivs
abgebildet. Das Kippen des Spiegels fu¨hrt zu einer parallelen Verschiebung des Beleuchtungsstrahls
in der Probe. So wird im Fokus des Beleuchtungsobjektivs effektiv ein Lichtblatt generiert. B: Durch
Modulation des Beleuchtungslasers kann eine strukturierte Beleuchtung mit unterschiedlichen Pha-
sen und Frequenzen erzeugt werden. Aus [KSS+10].
oder bei Studien u¨ber einen langen Zeitraum mit vielen nacheinander aufgenommenen Bil-
dern deutlich. Werden N Bilder aufgenommen, so belichtet ein konfokaler Punktscanner die
gesamte Probe bei jeder Aufnahme. Ist man beim letzten Bild angelangt, so wurde dieser
Bereich bereits N-1 mal belichtet. Entsprechend wenige noch intakte Fluorophore stehen
dann zur Fluoreszenzanregung zur Verfu¨gung. Im Vergleich zum ersten Bild ist die Signal-
qualita¨t drastisch vermindert und wertvolle Informationen sind somit verloren. Dahingegen
belichtet LSFM nur die tatsa¨chlich betrachtete Ebene.
Ein Nachteil ist, neben dem ho¨heren Streulichtanteil durch die Epi–Detektion, das Auf-
treten von Streifenartefakten. Diese werden dadurch verursacht, dass das Anregungslicht
beim Durchqueren der Probe gebeugt wird und durch die hohe Koha¨renz des Lasers In-
terferenz entsteht. Zum anderen wird Licht absorbiert und erzeugt Schatten im Bild. Zwar
treten solche Prozesse auch bei konfokalen Mikroskopen auf, sind bei SPIM aber deutlicher
sichtbar, da die Beleuchtungsstrahlen in der Bildebene verlaufen. Solche Artefakte ko¨nnen
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eliminiert werden, indem die Probe gedreht wird und so Aufnahmen mit unterschiedlichen
Beleuchtungsrichtungen entstehen ([KGS+12]). Aus den so erhaltenen Bilddaten kann dann
mittels Registrierungsalgorithmen ein dreidimensionaler Datensatz mit verbessertem Kon-
trast und Auflo¨sung rekonstruiert werden ([PSST10], [TORO+12]). Das Lichtblatt kann
auch um die Detektionsachse gedreht werden. Mit einem schnellen Scanspiegel kann eine
Reduktion von Streifenartefakten so schon bei der Aufnahme auch bei hohen Bildraten
geschehen ([HS07]).
Neben der statischen Erzeugung des Lichtblatts mit Hilfe von Zylinderlinsen, kann die-
ses auch durch einen fokussierten und gerasterten Laserstrahl erzeugt werden (Abb. 1.7).
Der Scanner muss in der hinteren fokalen Ebene des Objektivs positioniert werden, damit
der Beleuchtungsstrahl fokussiert und immer parallel zur optischen Achse liegt wa¨hrend
er durch die Probe gefu¨hrt wird. Im Vergleich zum statischen Lichtblatt, das durch die
Natur des Gaußstrahls, aus dem es geformt wird, eine entlang des Bildfeldes inhomogene
Beleuchtung aufweist, bleibt die Intensita¨tsverteilung entlang der Scanrichtung konstant.
Der Kameradetektor muss, wa¨hrend der Strahl u¨ber die Probe streicht, aktiv sein. Das
Fluoreszenzsignal wird so aus der gesamten Objektebene aufgenommen und so effektiv eine
Lichtblattbeleuchtung erzeugt. Auch ko¨nnen die fu¨r SPIM u¨blichen Streifenartefakte durch
die teilweise Inkoha¨renz dieser Beleuchtungsart reduziert werden. Durch Modulation des
Lasers kann ebenfalls auf einfache Weise die Probe mit einem inkoha¨renten Intensita¨tsgitter
belichtet werden, um den Bildhintergrund mittels strukturierter Beleuchtung zu reduzieren
und den Kontrast zu verbessern.
1.3 Zielsetzung
Die PSF und die MTF eines Mikroskops sind eng miteinander verknu¨pft. Dabei werden
Auflo¨sung und Kontrast nicht nur durch die optischen Elemente alleine bestimmt, sondern
auch durch Interaktion von Photonen mit biologischem Gewebe. Konfokale Mikroskope
verbessern Auflo¨sung und Kontrast mit Hilfe einer konfokalen Blende, ko¨nnen aber nur
vergleichsweise geringe Bildraten erreichen und setzen die Probe einer hohen Lichtinten-
sita¨t aus. LSFM lo¨st diese Probleme, muss aber Einbußen in der Bildqualita¨t in Proben
mit hohem Streukoeffizienten hinnehmen.
Hier sollte eine Mo¨glichkeit gefunden werden die Vorteile beider Techniken in einem Gera¨t
zu vereinen und den Anteil von Streulicht zu verringern, ohne die Probe zusa¨tzlich zu
belasten und ohne Einbußen in der Bildrate hinnehmen zu mu¨ssen. Zum Zeitpunkt der
Entstehung dieser Arbeit existierten bereits Ideen Lichtscheibenmikroskopie mit geraster-
tem Anregungsstrahl und konfokale Zeilendetektion miteinander zu kombinieren. So wurde
dies als eine Mo¨glichkeit vorgeschlagen, den Einfluss der Nebenmaxima von Besselstrah-
len zu reduzieren ([FSR10], [FR12], [FGA+13]). Hier wurde die konfokale Detektion durch
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sequentielle Aufnahmen einer Objektebene mit verschobenem Anregungslaserstrahl und
nachfolgender Anwendung einer digitalen Schlitzmaske realisiert. Ein Ansatz die konfokale
Detektion in Echtzeit zu realisieren wurde in [SBS+12] publiziert. Hier wurde das Bild des
Beleuchtungsstrahls mit Hilfe von zwei Scanspiegeln, im optischen Detektionsstrahlengang
platziert, durch eine Schlitzblende gefiltert und wieder auf eine CCD–Kamera gerastert.
In dieser Arbeit wurde ein Ansatz verfolgt, der den Rolling Shutter einer CMOS–Kamera
ausnutzt, wie es in [Spi11] vorgeschlagen wurde.
Das Prinzip ist an die konfokale Zeilenmikroskopie mit linienfo¨rmiger Beleuchtung ange-
lehnt, die Beleuchtung wird nun jedoch analog zur LSFM mit einem gerasterten Gaußstrahl
realisiert.
Zu jedem Zeitpunkt der Bildaufnahme ist jeweils nur eine geringe Anzahl aneinander an-
grenzender Kamerazeilen gleichzeitig aktiv. Diese fungieren dann als konfokaler Schlitz-
detektor. Die Besonderheit liegt nun darin, dass Zeilen unterhalb dieses aktiven Bereichs
sequentiell aktiviert und solche oberhalb deaktiviert werden ko¨nnen. Die aktive Region
streicht somit von oben nach unten u¨ber den Sensor. Gleichzeitig wird der Beleuchtungs-
strahl so durch die Probe bewegt, dass er stets konjugiert zu den aktiven Detektorzeilen
ist. Hierdurch kann auf zusa¨tzliche Elemente im Fluoreszenzstrahlengang verzichtet und
die geringe Probenbelastung sowie eine hohe Bildaufnahmerate beibehalten werden.
Kapitel 2
Theorie
Dieser Abschnitt fasst die wesentlichen theoretischen Grundlagen der konfokalen Licht-
scheiben–Fluoreszenz–Mikroskopie zusammen. Es werden die optischen Eigenschaften des
Beleuchtungsstrahlengangs untersucht sowie die Mechanismen, die das resultierende Bild
bestimmen. Zuna¨chst erfolgt eine Analyse des fu¨r die Beleuchtung entworfenen optischen
Systems. Begonnen wird mit der einfachsten Methode, dem paraxialen Modell. Mit Hilfe der
Wellenoptik (Fourier–Optik) wird dieses weiter verfeinert. Der na¨chste Schritt untersucht
den Effekt eines konfokalen Schlitzdetektors auf die Bildqualita¨t. Die hier zusammengefasste
Theorie dient in nachfolgenden Abschnitten zur Beschreibung der optischen Eigenschaften
eines konfokalen LSFM. Paraxiale Optik wird in Kap. 4.1 verwendet, um einen grundlegen-
den Entwurf des Mikroskops zu schaffen. Des Weiteren erfolgt eine kurze Zusammenfassung
der Fourier–Optik, die in Kap. 4.3.1 fu¨r die Simulation der Punktabbildungsfunktion Ver-
wendung findet. Auch wird ein U¨berblick u¨ber die wichtigsten Wellenfrontaberrationen
gegeben. Diese spielen beim Entwurf der Beleuchtungsoptik eine wesentliche Rolle. Zuletzt
wird das Konzept der Messung des Bildkontrastes diskutiert. Hiermit wurde in Kap. 5.6
die Verbesserung der Bildqualita¨t von LSFM durch konfokale Zeilendetektion quantifiziert.
2.1 Geometrische Optik
Eine grundlegende Mo¨glichkeit die Abbildungseigenschaften optischer Systeme zu betrach-
ten bietet die geometrische Optik. Die Ausbreitung des Lichts wird in Form von Strahlen
beschrieben, die nach dem Snelliusschen Brechungsgesetz an Oberfla¨chen gebrochen wer-
den. Bei hinreichend kleinen Wellenla¨ngen bietet dieses Modell eine gute Na¨herung der
optischen Eigenschaften eines Systems und wird auch von optischen Designprogrammen
fu¨r die Optimierung einzelner Linsen und Linsensysteme verwendet. Eine weitere Verein-
fachung ergibt sich, wenn nur Strahlen nahe der optischen Achse betrachtet werden. Dann
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spricht man von paraxialer Optik. Diese dient als Hilfsmittel, um bestimmte Systemeigen-
schaften prinzipiell zu verstehen und um eine Ausgangsgeometrie fu¨r weitere Optimierungen
mittels Raytracing–Software zu schaffen. Paraxiale Linsen besitzen keine optischen Aber-
rationen und ko¨nnen fu¨r Planung und Entwurf verwendet werden und zur Ermittlung eines
Ausgangspunktes fu¨r Optiken, die mit Raytracing–Software optimiert werden sollen.
2.2 Fokale, afokale und telezentrische Systeme
Ein fokales Linsensystem fokussiert einen kollimierten Strahl in dessen Brennpunkt. Im
Gegensatz hierzu verla¨sst der gleiche Lichtstrahl ein afokales System wiederum kollimiert.
Zwar kann ein Lichtbu¨ndel innerhalb dieses Systems konvergieren oder divergieren, wird
aber vor dem Verlassen wieder kollimiert. Fu¨r ein solches System kann keine Brennweite
definiert werden. Beispiele fu¨r afokale Systeme sind Galileische– und Keplersche Teleskope,












Abbildung 2.1: A Parallele Lichtbu¨ndel, die in ein afokales System eintreffen, verlassen dieses wieder
parallel. Allerdings ko¨nnen der Durchmesser, Einfallswinkel und Ho¨he des Hauptstrahls durch das
System modifiziert werden. B Ein Objekt, das sich in einem endlichen Abstand vor dem System
befindet, wird dahinter abgebildet. Dabei kann das Bild vergro¨ßert, verkleinert oder invertiert werden
([Wet04]).
In Abb. 2.1 A ist der Effekt eines afokalen Systems dargestellt (AS), in das von links ein
paralleles Lichtbu¨ndel einfa¨llt. Der Hauptstrahl schneidet die optische Achse im Punkt P0
mit dem Winkel θ0. Nach Passieren des Systems schneidet der Strahl die optische Achse
in P1 mit dem Winkel θ1. Hierbei ko¨nnen sich Winkel und Durchmesser des bildseitigen
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Der Strahldurchmesser wird dabei auch vera¨ndert. Besitzt der einfallende Strahl einen
Durchmesser d0 und der Austretende einen Durchmesser d1, verha¨lt sich die Strahlver-







Obwohl fu¨r ein afokales Objektiv keine Brennweite im klassischen Sinne definiert werden
kann, ist es damit mo¨glich eine Abbildung zu erzeugen (Abb. 2.1 B). Befindet sich ein
Objekt mit Ho¨he H0 im Punkt P0, so wird es in den Punkt P1 abgebildet. Fu¨r die Bildver-








Ein Beispiel hierfu¨r sind beidseitig telezentrische Messobjektive, die eine geometrietreue
Abbildung ermo¨glichen ([Alb05], [KWK01]).
Gleichungen (2.1) und (2.2) sind insbesondere fu¨r Scan–Relais–Systeme wichtig. Die Ver-
gro¨ßerung beeinflusst direkt die Strahlapertur und den Kippwinkel in der hinteren fokalen
Ebene des Scanobjektivs. In Abb. 2.2 ist ein optisches Relais skizziert, wie es fu¨r die Abbil-
dung des Scanspiegels in die hinteren fokale Ebene (HFE) eines Objektivs verwendet wird.
Es besteht aus zwei Linsen L1 und L2 mit Brennweiten f1 und f2. Im Punkt P0 befindet
sich ein Scanspiegel, der einen kollimierten Lichtstrahl in dieses System lenkt, im Bild far-
big dargestellt. Der Scanpunkt wird in den Punkt PB abgebildet. Der Strahldurchmesser
in PB wird duch Glg. (2.2) und den Strahldurchmesser in P0 bestimmt. Der Kippwinkel












Abbildung 2.2: Skizze eines afokalen optischen Relais wie es fu¨r Laserscanner verwendet wird. Die
Linsen L1 und L2 mit den Brennweiten f1 und f2 haben den Abstand f1+f2 zueinander. Die Pupille
in P0 wird in PB mit einer Vergro¨ßerung von M = f2/f1 abgebildet. Der Scanwinkel verkleinert
sich um den Faktor m = 1/M . Befindet sich die HFE der Beleuchtungslinse LB bei PB, so sind die
Hauptstrahlen im Fokus parallel zur optischen Achse.
Die Linse L1 sollte die Eigenschaft besitzen, dass der Fokus unabha¨ngig vom Winkel θ1 zur
optischen Achse des einlaufenden Strahls in der Ebene E1 rechts von der Linse liegt. Auch
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soll die winkelabha¨ngige Verzerrung des Fokuspunktes durch Koma und Astigmatismus so
klein wie mo¨glich sein. Aus diesem Grund wird ha¨ufig ein fu¨r diesen Zweck optimiertes
Scanobjektiv verwendet.
Die Linse L2 transformiert die in dieser Ebene fokussierten Strahlen wieder in parallele
Lichtbu¨ndel, deren Hauptstrahlen sich im Punkt PB schneiden. Die Funktionsweise a¨hnelt
der eines Okulars, das ein ebenes Zwischenbild in E1 ins Unendliche abbildet, mit der
Pupille in PB.
Setzt man nun eine Linse LB vor die Relais–Optik, so dass die hintere Fokalebene (HFE) der
Linse auf den Punkt PB fa¨llt, erha¨lt man eine sogenannte telezentrische Konfiguration des
Strahls in der Fokusebene F. Der Hauptstrahl verla¨uft dann unabha¨ngig vom Winkel des
Scanspiegels parallel zur optischen Achse, da er den hinteren Fokuspunkt von LB schneidet.
Gleichzeitig ist der Lichtstrahl in der HFE des Beleuchtungsobjektivs kollimiert und wird
somit hinter LB fokussiert. Fu¨r den Abstand d des Strahls von der optischen Achse in der
Fokusebene F gilt:
d = fB tan θ1 (2.4)
Er ha¨ngt von der Brennweite fB des Objektivs und dem Scanwinkel θ ab. Bei einigen
Anwendungen mit gescanntem Strahl ist ein linearer Zusammenhang d ∝ f ·θ zwischen dem
Strahlwinkel und der Strahlauslenkung wu¨nschenswert. Ein Objektiv mit dieser Eigenschaft
wird f–θ–Objektiv genannt, [Fus06].




Abbildung 2.3: Ein Strahl mit Gaußschem Intensita¨tsprofil und Strahltaille in einem Abstand s vor
einer Sammellinse wird fokussiert. w0 und zr bezeichnen jeweils den 1/e
2–Radius und die Ray-
leighla¨nge des einlaufenden Strahls. Die Strahltaille wird in einem Abstand s′ hinter der Linse
abgebildet. Der neue Fokusradius w′0 und die Rayleighla¨nge z
′
r werden durch die Gleichungen (2.8)
und (2.9) beschrieben. Aus [Sel83].
Die meisten Laser weisen im Idealfall ein transversales gaußfo¨rmiges Profil auf. Die trans-
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w ist der 1/e2–Radius des Strahlprofils entlang der optischen Achse:
w(z) = w0[1 + (z/zr)
2]1/2. (2.6)
zr wird Rayleighla¨nge genannt. Diese ist definiert durch I(0,zr) = I0/
√
2 und wird la¨nger,




Trifft der Strahl auf eine Linse mit positiver Brennweite wird der Fokuspunkt hinter dieser






(1− (s/f))2 + (zr/f)2
]1/2 . (2.8)
Fu¨r die neue Rayleighla¨nge gilt dann ([Sel83])
z′r = m
2zr. (2.9)
Bei einem durch eine Linse fokussierten Strahl wird angenommen, dass sich die einfallende
Strahltaille an der Position der Linsen befindet, also s = 0 ist. Des Weitern geht man davon
aus, dass der einlaufende Strahl kollimiert und dessen Taille w0 groß ist, so dass f << zr
und zr/f >> 1 ist. Der Nenner vereinfacht sich zu zr/f und man erha¨lt, mit Gleichung





2.4 Theorie der konfokalen Bildentstehung im wellenopti-
schen Bild
Nach dem Huygensschen Prinzip stellt jeder Punkt einer elektromagnetischen Welle einen
Ausgangspunkt fu¨r Elementarwellen dar, deren Summe das resultierende Feld in einem
beliebigen Punkt ist (Abb. 2.4).





Abbildung 2.4: Eine elektromagnetische Welle bewegt sich entlang der z–Achse. Jeder Punkt (x1,y1)
der Ebene E1 ist Ursprung einer Elementarwelle. Deren Superposition erzeugt die elektrische Feld-
verteilung in einem Punkt (x2,y2) der Ebene E2. R ist der Abstandsvektor zwischen den Quellen der
Elementarwellen und dem Punkt (x2,y2). Dies wird das Huygenssche Prinzip genannt. Aus [WS84].
k sei der Wellenvektor im Vakuum. Fu¨r paraxiale Strahlen wird dies durch das Huygens–






U1 und U2 stellen jeweils die komplexen Wellenamplituden in den Ebenen E1 und E2 dar.
R ist der Richtungsvektor zwischen den Punkten (x1,y1) und (x2,y2) in den beiden Ebenen.
Wenn wir annehmen, dass R ≈ z ist, so kann man Glg. (2.11) in Fresnelscher Na¨herung
















Hierbei ist U1(x1,y1) die Amplitude des elektromagnetischen Feldes einer ebenen Welle im
Punkt (x1,y1) und U2(x2,y2) das resultierende Feld im Punkt (x2,y2) in der Entfernung
z vom Ausgangspunkt. Um eine ideale Linse in der ersten Ebene mit der Brennweite f
zu modellieren, wird die ebene Welle in (x1,y1) durch eine spha¨rische Welle ersetzt, deren
Kru¨mmungsradius der Brennweite entspricht. Hierzu multipliziert man die ebene Welle mit

































Hieraus ergibt sich die Feldamplitude im Fokus der Linse, wenn z=f gesetzt wird. Durch






















Der Ausdruck unter dem Integral kann als zweidimensionale Fourier–Transformation der




f aufgefasst werden. Ist die Linsenapertur rund und gleichfo¨rmig ausgeleuchtet, kann die
Feldverteilung im Fokus analytisch berechnet werden. Hierzu wird zuna¨chst die optische
Koordinate v = kr2 sinα ≈ 2pir2a/λf eingefu¨hrt. a ist der Radius der Pupille der Linse,
sinα die Numerische Apertur (NA) und r2 = (x2,y2). Fu¨r die elektrische Feldverteilung
folgt damit nach [WS84]:








Die Intensita¨tsverteilung ist somit proportional zu
[2J1(v)/v]
2 . (2.16)
Bei einer ringfo¨rmigen Apertur ist die Fokusverteilung proportional zu
[2J0(v)]
2 . (2.17)
J0 und J1 sind Besselfunktionen erster Art der Ordnung 0 und 1. Glg. (2.17) ist auch
gleich der Intensita¨ts–Punktabbildungsfunktion einer Linse mit einer unendlich du¨nnen,
ringfo¨rmigen Apertur. Glg. (2.16) ist die bekannte Airy–Scheibe. Die Lo¨sung in Glg. (2.17)
beschreibt das transversale Profil eines Besselstrahls, mit einem schmaleren Hauptmaxi-
mum aber sta¨rker ausgepra¨gten Nebenmaxima.
Will man die Intensita¨t nun auch in einer Ebene im Abstand δz vom Fokus berechnen, geht
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man wieder von der Fresnelschen Na¨herung Glg. (2.12) aus und setzt fu¨r die Feldverteilung




































Hier ist r1 = (x1,y1) und r2 = (x2,y2). Fu¨r z setzt man die neue Distanz z = f + δz
ein, wobei δz der Abstand zur fokalen Ebene ist. Dieses Integral entspricht einer Fourier–








, also der Feldamplitude in der Pupille
der Linse multipliziert mit einem Phasenterm der den Defokus mit beru¨cksichtigt.
Die Fourier–Transformation kann vereinfacht werden, indem die Radialsymmetrie von P1(r1)
ausgenutzt wird ([WS84]). Des Weiteren wird der Abstand zur fokalen Ebene durch die op-
tische Koordinate u = 4kδz sin2(α/2) beschrieben.
Die axiale Feldverteilung durch den Fokus entlang der optischen Achse wird lautet dann















Hat die beleuchtete Apertur die Form eines du¨nnen Rings, so dass ein Besselstrahl erzeugt
wird, gilt fu¨r die Intensita¨t entlang der optischen Achse:
I2(u,v) ∝ J0(v)2. (2.21)
Die Intensita¨t ist somit nicht abha¨ngig von der axialen Position. Dies bedeutet, dass Bes-
selstrahlen, im Gegensatz zu Gaußstrahlen, nicht divergieren ([DEM88]).
2.5 Das konfokale Mikroskop
Ein konventionelles Mikroskop verwendet einen zweidimensionalen CCD– oder CMOS Sen-
sor, um das gesamte Bild gleichzeitig aufzunehmen. Demgegenu¨ber beleuchtet ein Scanning–
Mikroskop einen ra¨umlich begrenzten Teil der Probe, indem das Anregungslicht in diesen




Abbildung 2.5: Prinzip des Scanning Mikroskops. Der Beleuchtungsstrahl kommt von links und wird
durch die erste Linse in die Probe fokussiert. Durch bewegen der Probe entlang zwei Achsen oder
durch Scannen des Beleuchtungsfokus wird die Probe Punkt fu¨r Punkt aufgenommen. Nur wenn
Beleuchtung und Detektion ra¨umlich begrenzt sind setzt ein konfokaler Effekt ein. Nach [WS84].
Bereich fokussiert wird und das transmittierte, reflektierte oder durch Fluoreszenz erzeug-
te Licht aus dieser Region detektiert wird. Das gesamte Bild wird aufgenommen, indem
entweder die Probe oder der Beleuchtungsfokus zweidimensional gerastert wird. In [WS84]
wird zwischen zwei Arten von Scanning–Mikroskopen unterschieden: Dem vom Typ 1, das
a¨hnliche optische Eigenschaften wie die Epi–Mikroskopie besitzt und dem vom Typ 2, wel-
ches konfokal ist. Der erste Fall liegt vor, wenn die gesamte Probe beleuchtet wird und
ein Punktdetektor oder eine Lochblende bei D(x2,y2) verwendet wird (Typ 1a) oder wenn
die Probe punktuell beleuchtet wird, aber der Detektor eine ausgedehnte Fla¨che einnimmt
(Typ 1b). Das Typ 2 oder konfokale Mikroskop liegt dann vor, wenn Beleuchtung als auch
Detektion ra¨umlich begrenzt sind. Dies ist die notwendige Bedingung fu¨r eine konfokale
Abbildung.
Die Herleitung der PSF eines konfokalen Mikroskops wurde in der Literatur ausfu¨hrlich
diskutiert. Fu¨r den Fall eines konfokalen Punktscanners mit einem punktfo¨rmigen Detek-
tor verbessert sich die PSF lateral als auch axial ([Wil80]). Sie ist das Produkt der PSF der
Beleuchtungs– und der Detektionslinse. Wird dabei das gleiche Objektiv verwendet und ist
h(r) dessen PSF, so ist die PSF des konfokalen Mikroskops gleich h(r)2. Fu¨r den realen
Fall eines Detektors endlicher Gro¨ße kann diese auch kompliziertere Formen annehmen.
Eine analytische Beschreibung ist dann nicht immer mo¨glich ([WC87], [WC88], [Wil90]).
Eine Verkleinerung der PSF wurde auch bei konfokalen Schlitzdetektoren verifiziert. Der
konfokale Effekt auf die Punktabbildungsfunktion ist hier auf die Richtung orthogonal zum
Detektorschlitz limitiert. Eine detaillierte Analyse findet sich in [SM88], [WKZ06] und
[DDV+07].
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2.6 Die Punktabbildungsfunktion beim konfokalen LSFM
In der Bildebene gleicht die PSF bei LSFM der eines Epi–Fluoreszenzmikroskops. Durch die
orthogonale Beleuchtung kann allerdings die axiale Ausdehnung deutlich reduziert werden
([SL94]). Wird ein fluoreszierendes Teilchen durch den Detektionsfokus in axialer Richtung
bewegt, so wird die Fluoreszenzintensita¨t mit der Beleuchtungsintensita¨tsverteilung gewich-
tet. Ist die Ausdehnung der Beleuchtung kleiner als die axiale Ausdehnung der Abbildungs–
PSF, wird die Gesamt–PSF in axialer Richtung entsprechend verkleinert.
Zuna¨chst wird der Fall der Beleuchtung mit einem statischen fokussierten Gauß-Strahl
untersucht. Die Detektion sei gleich dem konventionellen Fall, bei dem alle Pixel gleich-
zeitig aktiv sind. hB(r) sei die Intensita¨tsverteilung des Beleuchtungsstrahls, hD(r) die
Punktabbildungsfunktion des Detektionsobjektivs und C(r) die Verteilung von Fluores-
zenzmoleku¨len in der Probe. Des Weiteren ist der Beleuchtungsstrahl um einen Betrag
by = (0,by,0) von der optischen Achse ausgelenkt. Die Probe kann in Detektionsrichtung
um bz = (0,0,bz) verschoben werden. Dann ist das dreidimensionale, inkoha¨rente Bild
beschrieben durch ([FR12]):
IS(by,bz,r) = (C(r− bz) · hB(r− by))⊗ hD(r). (2.22)
⊗ stellt den Faltungsoperator dar. Wird der Strahl wa¨hrend der Integrationszeit des De-








Nun wird eine Schlitzmaske der Form δ(y−y0) parallel zum Beleuchtungsstrahl angewendet.
Befindet sich der Sensor in der Ebene z = z0, ist das zweidimensionale Bild
ICLS(by,bz,x,y0,z0) =
∫
IS(by,bz,r)δ(y − y0)δ(z − z0)dxdy. (2.24)
Wird IS aus Gleichung 2.22 eingesetzt, so fu¨hrt dies zum Resultat, dass das Bild in Beleuch-
tungsrichtung analog dem konventionellen Fall gleich (C · hI)⊗ hD ist. Die hierzu orthogo-
nalen Komponenten in y und z–Richtung sind gleich C ⊗ (hI · hD) ([FR12], [SM88]). Dies
bedeutet, dass LSFM mit konfokaler Zeilendetektion in Scanrichtung und in z–Richtung
eine ho¨here Auflo¨sung besitzt als LSFM mit Epi–Detektion.
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2.7 Wellenoptik und Seidel–Aberrationen
Konvergiert eine elektromagnetische Welle nach Passage einer Sammellinse exakt auf einen
Punkt auf der optischen Achse, besitzen die Fla¨chen konstanter Phase die Form eines per-
fekten Kugelsegments. Ihr Ursprung befindet sich im Fokus der Linse und der Radius der
Kugelwelle direkt hinter der Linse ist gleich der Brennweite. Dies ist die ideale Wellen-
form eines fokussierenden optischen Systems. Die Ausdehnung der PSF ist dann minimiert
und beugungsbegrenzt. Weicht die Welle von der idealen Form ab, spricht man von Ab-
errationen. Diese fu¨hren zu einer Verbreiterung der Punktabbildungsfunktion und somit
zu einem verringerten Auflo¨sungsvermo¨gen. Setzt man den Scheitelpunkt der idealen ku-
gelfo¨rmigen Welle in den Mittelpunkt der Austrittspupille und bildet die Differenz mit der
realen Wellenfront gleicher Phase, erha¨lt man die Funktion der optischen Pfaddifferenz
(OPD-Funktion) W(x,y). Diese kann durch eine Polynomreihe, in der Regel Seidel– oder







ρj cosk φ. (2.25)
ρ ist normiert auf den Pupillenradius und H ist der normierte Feldwinkel (Einfallswinkel
des Hauptstrahls zur optischen Achse). Die ersten fu¨nf Terme mit i+j=4 nennt man die
Seidel–Koeffizienten. Diese beschreiben die spha¨rische Aberration, Koma, Astigmatismus,
Feldkru¨mmung und Verzerrung. Der axiale chromatische Fehler kann hierbei als Defokus bei
unterschiedlichen Wellenla¨ngen behandelt werden. Daru¨ber hinaus werden auch Zernike–
Polynome verwendet. Diese besitzen eine orthonormale Basis und werden bei der Messung
von Aberrationen benutzt.
Defokus
Defokus ist keine Aberration im engeren Sinne. Allerdings kann zum Beispiel durch Ver-
wendung ebener Oberfla¨chen mit unterschiedlichen Brechungsindizes im Strahlengang die
tatsa¨chliche Fokusposition von der Paraxialen abweichen, was bei einer festen Bildebene zu
Unscha¨rfe fu¨hrt.
Spha¨rische Aberration
Stellt man sich die Pupille einer Linse unterteilt in konzentrische Zonen, mit unterschied-
lichem Abstand zur optischen Achse, vor, ko¨nnen diese Zonen voneinander abweichende
Brennweiten haben. Der Fokuspunkt ist dann eine Superposition der einzelnen Teil–Foki
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und wird dadurch axial wie auch lateral verbreitert. Spha¨rische Aberrationen ko¨nnen durch
Verwendung von aspha¨rischen Linsen, Linsen mit optimiertem Formfaktor, Korrekturplat-
ten oder durch Verteilen der Brechkraft, also der reziproken Brennweite, auf mehrere Linsen
minimiert werden.
Koma
Ist ein einfallendes Lichtbu¨ndel relativ zur optischen Achse gekippt, dann ist die Neigung
der Linsenoberfla¨che, die von den Strahlen gesehen wird, in der unteren Linsenha¨lfte kleiner
als in der Oberen. Es kommt zu einer Bildvergro¨ßerung, die von der Bildho¨he abha¨ngig ist.
Ein in die Fokusebene abgebildeter Punkt wird konisch verzerrt, was an die Form eines
Kometenschweifes erinnert.
Astigmatismus
Astigmatismus entsteht durch unterschiedliche Brennweiten in der tangentialen und sagit-
talen Ebene. Dies kann zum Beispiel durch plane Elemente, die nicht exakt orthogonal
zur optischen Achse stehen, erzeugt werden ([KJ09]). Eine Linse besitzt ebenfalls einen
feldwinkelabha¨ngigen Astigmatismus, der durch die Coddington–Gleichungen beschrieben
wird ([Goo04]).
Feldkru¨mmung und Verzerrung
Im Fall einer idealen Linse werden Strahlen mit unterschiedlichen Einfallswinkeln auf ei-
ne plane Ebene fokussiert. Tritt Feldkru¨mmung auf, bilden diese Punkte eine gekru¨mmte
Oberfla¨che, deren Radius RP durch die sogenannte Petzval–Summe gegeben ist. Fu¨r ein





Φi ist die Brechkraft der i–ten Linse (Φi = 1/fi) und ni der Brechungsindex des Linsenma-
terials. Die Gro¨ße des Fokus auf der Petzval–Fla¨che wird nicht beeintra¨chtigt.
A¨hnliches gilt fu¨r die Bildverzerrung. Hier liegen die Fokuspunkte in der Bildebene und
werden somit scharf abgebildet. Das Bild ist jedoch geometrisch verzerrt. Beispiele sind
Tonnen–, Kissen– und Trapezverzerrung.
Chromatische Aberration
Aufgrund der Dispersion der verwendeten Gla¨ser unterscheidet sich die Brennweite einer
Linse bei unterschiedlichen Wellenla¨ngen. Der Grad der Dispersion eines Glases wird durch
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die Abbe–Zahl beschrieben, definiert durch
ν =
nd − 1
nF − nC (2.27)
nd ist der Brechungsindex bei der Wellenla¨nge der d–Linie des Fraunhofer–Spektrums
(587,6 nm), die in der Mitte des Intervalls liegt, das durch Wellenla¨ngen der Fraunhofer
F (486,1 nm) und C Linie (656,3 nm) gebildet wird. Bei zwei du¨nnen, sich beru¨hrenden
Linsen mit den Brechkra¨ften Φa und Φb ist dΦ die Brechkraftdifferenz zwischen den Wel-








2.8 Definition des Bildkontrastes
Anschaulich beschreibt der Bildkontrast, wie gut sich ein bestimmtes Detail vom Hinter-
grund in der direkten Nachbarschaft abhebt. Die Messung des Bildkontrastes in einem Bild
mit einer komplexen Intensita¨tsverteilung stellt jedoch eine Herausforderung dar. Sie ha¨ngt
zum einen von der Modulationstransferfunktion des abbildenden Objektivs ab und zum an-
deren von der Struktur der Probe, [Pel90]. Die Interaktion zwischen Photonen und Gewebe
bildet ein Schlu¨sselelement der Kontrastentstehung. Aus diesem Grund ist der Vergleich
des Abbildungskontrastes unterschiedlicher Systeme meist nur durch das Abbilden periodi-
scher Gitter oder einzelner Punkte vor einem homogenem Hintergrund sinnvoll.
In diesem Fall kann nach [Mic95] der Kontrast als Differenz des maximalen und des mini-





Im Verlauf dieser Arbeit stellte sich heraus, dass fu¨r einen Vergleich von Konfokalen und
konventionell aufgenommen Daten, die Definition nach Michelson (Glg. (2.29)) ausreichend
war, da meist Probenregionen mit einfachen Mustern gefunden werden konnten, die sich
zur Anwendung des Michelson–Kontrastes eigneten. Zum anderen wurde fu¨r einen quanti-
tativen Vergleich beider Methoden immer der gleiche Bereich einer Probe konfokal als auch
konventionell aufgenommen.
Daneben existieren in der Literatur weitere Kontrastmaße wie der Weber–Kontrast fu¨r
ein punktfo¨rmiges isoliertes Element vor konstantem Hintergrund ([Wes85]), der Quadrat-
wurzelkontrast, der die Standardabweichung der Intensita¨t misst ([PSRV87], [RS84]) sowie
Kontrastmaße im Fourierraum, wie der bandlimitierte Kontrast ([HBP83]) oder der sinn-
volle Kontrast ([TSK+11]). Diese Kontrastmaße eignen sich zur Analyse von unterschiedli-
chen, komplexen Bildern, wie es in der Bildsensorik, zum Beispiel im Bereich der Robotik,
notwendig ist.
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Kapitel 3
Beschreibung des Mikroskops und
seiner Spezifikationen
Das hier beschriebene Instrument wurde auf Basis eines inversen Mikroskopstativ (Eclip-
se Ti-U, Nikon Instruments), wie es auch in [RSKK11] verwendet wurde, entworfen und
gebaut. Das Lichtblatt sollte durch Rastern eines telezentrischen Gaußschen Laserstrahls,
analog zu [KSWS08], generiert werden. Hierbei wird der Strahl im Zentrum des Bildfeldes
fokussiert. Wa¨hrend der Bewegung entlang des Bildfeldes ist er stets parallel zur optischen
Achse ausgerichtet. Gegenu¨ber dem statischen mit zylindrischen Linsen erzeugten Licht-
blatt hat dies zum einen den Vorteil, dass das Bildfeld entlang der Scanrichtung deutlich
homogener ist, zum Anderen werden sog. Schatten–Artefakte reduziert. Hierbei handelt es
sich um Streifen im Bild, die durch Beugung, Absorption oder Reflexion des Anregungslichts
wa¨hrend der Passage durch die Probenkammer und Probe entstehen. Mitunter entstehen
sie durch Interferenz des Anregungslichts. Dies wird durch das Rastern des Lasers vermie-
den, da es zu einer inkoha¨renten Beleuchtung fu¨hrt.
Der Hauptgrund fu¨r die Verwendung eines gerasterten Strahls liegt jedoch darin, dass so
eine ra¨umlich begrenzte, linienfo¨rmige Anregung und konfokale Spaltendetektion, analog
zu einem konfokalen Zeilen–Mikroskop, realisiert werden konnte.
Entwurf und Konstruktion des Gera¨ts wurden in drei Phasen unterteilt:
1. Entwurf des Beleuchtungsstrahlengangs mittels eines optischen Design–Programms
und Simulation der Punktabbildungsfunktion.
2. Bau eines einfachen Prototyps zur Verifikation des Funktionsprinzips.
3. Verfeinerung des Aufbaus, Verbesserung der Abbildungsleistung und teilweise Auto-
matisierung von Strahljustage und Datenakquisition.
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Im ersten Schritt wurde der Frage nachgegangen, welche Beleuchtungs– und Detektions-
apertur fu¨r die Anwendung sinnvoll wa¨ren und welchen Einfluss optische Elemente wie
Relais–Optik, Strahlaufweitung sowie Probenkammer und Lo¨sungsmedium auf optische
Aberrationen haben.
Die zentrale Aufgabenstellung des zweiten Schritts war es die optischen Elemente zu dem
zuvor entworfenen Strahlengang zusammenzufu¨gen und die gerasterte Beleuchtung mit dem
Rolling Shutter der Kamera zu synchronisieren.
Im dritten Schritt wurde schließlich, basierend auf den Erkenntnissen, die mit dem ers-
ten Prototyp gewonnen wurden, ein System konzipiert, bei dem die meisten mechanischen
Arbeitsschritte bei der Bedienung des Mikroskops automatisiert wurden. Insbesondere die
Kalibrierung des Mikroskops und die Kompensation des Defokus beim Bewegen der Pro-
be erfoderten eine hohe Pra¨zision und Integration der einzelnen elektronischen Elemente.
Die Steuerung wurde in LabView (National Instruments Corp.) implementiert, was die































Abbildung 3.1: A Schemazeichnung des Aufbaus. Der Strahl wurde auf einen Scanspiegel gelenkt
und durch diesen gerastert. Der Scanpunkt wurde durch die Relaisoptik in die HFE des Beleuch-
tungsobjektivs abgebildet. B Fluoreszenzlicht wurde durch das Detektionsobjektiv gesammelt. Durch
den Fluoreszenzfilter F wurde das Anregungslicht eliminiert. Die Tubuslinse T erzeugte das Bild
auf dem Detektor. C Der Strahl musste sich wa¨hrend des Rasterns exakt u¨ber der Mittelachse des
aktiven Detektorbereichs befinden. Aus [BKK13].
Abbildung 3.1 A veraunschaulicht das Funktionsprinzip der konfokalen LSFM. Der kol-
limierte Laser wurde aus einer Glasfaser auf einen Scanspiegel gelenkt. Das Kippen des
Strahls wurde dann durch eine Relaisoptik in die HFE des Beleuchtungsobjektivs abge-
bildet. Da die HFE sich im Geha¨use des Objektivs befand, konnte der Scanner hier nicht
direkt platziert werden. Im einfachsten Falle besteht ein solches optisches Relais aus zwei
Sammellinsen in 4f–Konfiguration, siehe Kapitel. 2.2.
Die Probe befand sich in einer speziell angefertigten Glaskammer (Hellma GmbH & Co.
KG), deren Boden die Dicke und Gu¨te von Mikroskop–Deckgla¨sern besaß. Das Detektions-
objektiv sammelte das Fluoreszenzlicht und bildete dieses auf dem Detektor ab (3.1 B).
Eine effektive Streulichtunterdru¨ckung wurde gewa¨hrleistet, wenn die Breite des aktiven
Detektors in der Gro¨ßenordnung des Durchmessers des abgebildeten Strahls lag. Wa¨hrend
der Bildaufnahme musste sich der Beleuchtungsstrahl immer exakt u¨ber dem aktiven Sen-
sorbereich befinden (Abb. 3.1 C).
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3.2 Beschreibung des experimentellen Aufbaus
Abbildung 3.2: Computergrafik des Mikroskopaufbaus. Der Laserstrahl trat aus einer optischen Faser
F aus und wurde u¨ber die Spiegel M1 und M2 in den Strahlaufweiter (Teleskop) gefu¨hrt. Mit Hilfe
des Lineartisches LT konnte dieses wahlweise aus dem Strahl gefahren werden. Die Spiegel M3 und
M4 dienten zur Kalibration der Strahlposition in der Probenkammer. S ist der Galvospiegel. O1 und
O2 bezeichnen jeweils das Beleuchtungs– und Detektionsobjektiv, PH den Probenhalter, K die Pro-
benku¨vette und 3D die 3–Achsen Translationseinheit. PIFOC ist der Piezo–Objektivpositionierer
und diente der Feinfokussierung. MT ist ein hochpra¨ziser Stelltisch mit dem der Beleuchtungsfokus
entlang der x–Achse bewegt wurde.
Abb. 3.2 zeigt ein dreidimensionales Computermodell des experimentellen Aufbaus. Der
Beleuchtungsstrahlengang wurde auf einem erho¨hten optischen Tisch montiert, so dass
ein inverses Mikroskopstativ fu¨r die Detektion verwendet werden konnte. Der Beleuch-
tungsteil konnte im wesentlichen in drei Komponenten unterteilt werden: Ein Teleskop zur
Aufweitung des Strahls, die motorisierten Justagespiegel M3 und M4 zur Feinkalibration
der Beleuchtung und das Scan–Relais, bestehend aus Galvoscanner S (GVS002, Thorlabs
Inc.), Relaisoptik und Beleuchtungsobjektiv O1. Der Strahl trat aus einem monomodalen–
Glasfaserkabel (kineFlex, Point Source) aus und wurde u¨ber Umlenkspiegel M1 und M2
in das System gefu¨hrt. Das Teleskop konnte mittels eines motorisierten Lineartisches (LT,
Anfertigung der elektronischen und feinmechanischen Werkstatt, Institut fu¨r Physikalische
Chemie, Univ. Bonn) in den Strahlengang und wieder aus diesem heraus bewegt werden,
um wahlweise die Beleuchtungsapertur zu erho¨hen oder zu verringern.








Abbildung 3.3: Skizze der kardanischen
Aufha¨ngung fu¨r die Justagespiegel. Ein runder
Spiegel wird in S eingesetzt und kann um die
beiden Achsen A1 und A2 gekippt werden. Die
zu den Achsen geho¨renden Aktoren greifen in
die durch die Kreuze markierten Punkte (Farbe
entsprechend den Drehachsen), senkrecht zur
Abbildungsebene an. A1 beha¨lt die ra¨umliche
Orientierung und A2 wird um A1 gedreht. Die
La¨nge des Hebelarms H bestimmt den Kippwinkel.
Die Spiegelhalter M3 und M4 (Fein-
mechanische Werkstatt) waren kardanisch
aufgeha¨ngt. Fu¨r die Bewegung der Jus-
tagespiegel wurden Mikrometer–Aktoren
A1–A4 (Z806, Thorlabs, Inc.) verwendet.
Diese erlaubten eine pra¨zise Strahljusta-
ge. Der gesamte Stellweg der Aktoren be-
trug 5 mm. Die Positionsgenauigkeit der
Aktoren betrug laut Hersteller 5 µm, unter
Beru¨cksichtigung des Umkehrspiels 15 µm.
Bei der Rotation um die Achse A1 betrug
die Hebella¨nge 20 mm und um die Achse A2
29 mm, siehe Abb. 3.3. Hieraus folgte ein
maximaler Drehwinkel von ca. ±0,24 rad
(≈ 14 ◦) bzw. ±0,17 rad (≈ 9.8 ◦) und ei-
ne Genauigkeit fu¨r das Kippen der Spiegel
von 0,75 mrad (≈ 0.043 ◦) bzw. 0,52 mrad
(≈ 0.03 ◦).
Die Scanspiegeleinheit bestand aus zwei
zueinander orthogonalen Galvospiegeln gx
und gy (Abb. 3.4). Kippen von gx erzeugte
die Rasterbewegung der Beleuchtung. Der Strahl verschob sich dadurch parallel entlang
der y–Achse. Ein Spannungssignal zwischen +10 V und −10 V, das an den entsprechenden
Eingang der Steuerungseinheit angelegt wurde, bestimmte den Kippwinkel. Der Konver-
sionsfaktor betrug ein Grad pro Volt. Laut Herstellerangaben betrug die kleinste Schritt-
weite, sowie die Positions–Wiederholgenauigkeit, 15µrad (0.0008 ◦). Der Abstand zwischen
den Mittelpunkten der zwei Scanspiegel war in z–Richtung 10 mm.
Die Scaneinheit wurde bei dem Aufbau so positioniert, dass der Spiegel gx in der Pupille
P0 des Relaisobjektivs stand (Abb. 2.2). Kippen von gy fu¨hrte zu einer Translation des Be-
leuchtungsstrahls in der x–z–Ebene. Diese Bewegung erfolgt allerdings nicht telezentrisch,
da sich dieser Scanspiegel nicht in der Pupille des Beleuchtungsobjektivs befand. Dies be-
deutet, dass der Strahl bei einer Auslenkung durch gy nicht mehr parallel zur optischen
Achse war sondern um die y–Achse kippte. Eine alternative Mo¨glichkeit um den Strahl auch
in der x–z–Ebene telezentrisch zu rastern ist zwei weiter außeinander liegende Scanspiegel
mit einer zusa¨tzlichen Relaisoptik dazwischen zu verwenden ([Paw10]). Denkbar wa¨re auch
ein Scanspiegel, der um zwei Achsen gekippt werden ko¨nnte ([AK13]). Bei kleinen Auslen-
kungen ist dieser Fehler allerdings sehr gering, so dass der Spiegel gy zum Korrigieren der
Lage der beleuchteten Ebene verwendet werden konnte (Abchn. 5.3).
Die Absta¨nde zwischen M4, der Scaneinheit, der Relaisoptik sowie zum Beleuchtungsobjek-






Abbildung 3.4: Anordnung der Scanspiegel des GVS002. Der untere Spiegel gx diente dem Rastern
der Beleuchtung und wurde um die x–Achse rotiert. Der Spiegel gy wurde um die y–Achse gekippt.
Die Mittelpunkte der beiden Spiegeloberfla¨chen besaßen einen Abstand von 10 mm in z. Der Licht-
strahl ist im Bild durch die rote Linie dargestellt.
tiv mussten konstant gehalten werden. Jedoch bestand aus Gru¨nden wie Defokussierung,
chromatischen Fehlern und der beschra¨nkten La¨nge des Beleuchtungsfokus die Notwen-
digkeit die Beleuchtung entlang der x–Achse zu verschieben. Hierzu wurde ein motori-
sierter, hochpra¨ziser Lineartisch MT (M-405.CG, Physik Instrumente GmbH) verwendet












Abbildung 3.5: A Geometrie der Probenku¨vette, Seitenansicht. Der Strahl trat von links in die
Probenku¨vette eine und passierte eine Glaswand von 2 mm Dicke. Aus [RVV+10]. B Detailansicht
des Probenhalters und der Probenku¨vette. Die Ku¨vette K wurde durch einen Metallbu¨gel B u¨ber dem
Detektionsobjektiv gehalten. Dieser war magnetisch u¨ber ein Metallpla¨ttchen M an der 3–Achsen–
Positionierung befestigt.
wiederum auf dem Lineartisch montiert. Der Beleuchtungsfokus konnte so in x–Richtung
mit einer hohen Pra¨zision bewegt werden, da sich nur der Abstand zwischen M3 und
M4 a¨nderte. Der Lineartisch MT zeichnete sich neben einer hohen Schrittweitenauflo¨sung
(0,1µm) durch einen sehr geringen Neigungs– und Gierwinkel von ±25µrad (0.0013 ◦) aus.
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Dies ist der Winkel zwischen Strahl und optischer Beleuchtungsachse. Zu starkes Neigen
oder Gieren ha¨tte eine Verschiebung oder Verkippung des Beleuchtungsstrahls zur Folge,
der dann nicht mehr zum Rolling Shutter konjugiert wa¨re.
Die Probe wurde in einer Glasku¨vette K platziert (Abb. 3.2 und 3.5). Diese konnte mittels
der Translationseinheit (drei Stelltische M-122.2DD, Physik Instrumente GmbH) entlang
der drei Raumrichtungen bewegt werden. Die kleinste Schrittweite betrug 0,2µm bei einem
Umkehrspiel von 0,2µm. Mit Hilfe einer piezoelektrischen Objektivhalterung (PIFOC PD
72Z1, Physikinstrumente GmbH) konnte das Beobachtungsobjektiv in z–Richtung bewegt
werden. Diese wurde beno¨tigt um Defokus beim Bewegen der Probe entlang der z–Achse
zu kompensieren und um die Beleuchtungsebene automatisch mit hoher Pra¨zision zu fo-
kussieren.
3.3 Der Einfluß der Probenku¨vette
A B C
Abbildung 3.6: Das Mikroskop wurde in drei Konfigurationen betrieben. A Luftimmersions–Objektive
fu¨r Beleuchtung (10x, NA 0,28, Nikon) und Detektion (10x, NA 0,3 sowie 20x, NA 0,5, Nikon).
B Vergro¨ßerung der Beleuchtungsapertur mittels Strahlaufweiter und Detektion durch ein NA 1.15,
40x Wasser Immersionsobjektiv. C Fu¨r Beleuchtung und Detektion wurde ein Tauchobjektiv ver-
wendet (NA 0,8, 40x, Nikon). Die Probe war in einem Agaroseblock eingebettet. Eine Diskrepanz
der Brechungsindizes trat hier weder bei der Beleuchtung, noch bei der Detektion auf. Hierdurch
wurde Defokussierung beim Bewegen der Probe vermieden.
Wie in Abschnitt 3.2 beschrieben, wurde eine Glasku¨vette aus N–BK7 Glas benutzt. Diese
besaß eine seitliche Glaswand mit einer Dicke von 2 mm und einen Glasboden mit einer
Dicke von 170µm. Die Ku¨vette wurde mit dem jeweiligen Probenmedium gefu¨llt und das
zu untersuchende Objekt wurde hineingelegt.
Abb. 3.6 gibt eine schematische Darstellung der Beleuchtungs– und Detektionsgeometrie.
Abb. 3.6 A zeigt die Belichtung mittels 10x–Luftimmersions–Objektiv ohne Strahlaufwei-
tung. Fu¨r die Detektion wurde hier auch ein Luftimmersions–Objektiv verwendet, wahl-
weise 10x NA 0,3 oder 20x NA 0,5. Der blaue Block steht stellvertretend fu¨r die Pro-
benku¨vette. Bei Bewegung der Probe in x–Richtung verschob sich die Fokusposition des
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Beleuchtungsstrahls aufgrund der unterschiedlichen Brechungsindizes von Luft und Proben-
medium. Dies konnte durch eine Verschiebung der Beleuchtungsoptik mit Hilfe des linearen
Pra¨zisionstisches (MT in Abb. 3.2) kompensiert werden.
Fu¨r Aufnahmen mit hoher numerischer Apertur wurde ein Wasserimmersionsobjektiv ver-
wendet, Nikon 40x, NA 1,15, Abb. 3.6 B. Der Beleuchtungsstrahl wurde dazu mit dem
Teleskop aufgeweitet, um eine Lichtblatt mit geringer Dicke zu erzeugen. Die Defokuskor-
rektur mittels des PIFOC bei Probenbewegung in z–Richtung eru¨brigte sich hier. Allerdings
ergaben sich hier Probleme durch den großen Durchmesser des Objektivs. Wegen der hohen
numerischen Beleuchtungsapertur und dem hierzu vergleichsweise geringen Arbeitsabstand
des Objektivs von 600µm, traf der Beleuchtungsstrahl leicht die obere Objektivkante.
Des Weiteren konnte sich die Position des Fokuspunktes auch bei Verschiebung der Probe
in y–Richtung a¨ndern, wenn die Glasoberfla¨che der Ku¨vette nicht exakt orthogonal zur op-
tischen Achse der Beleuchtung war. Insbesondere Letzteres war schwierig zu korrigieren, da
durch das Einsetzen der Ku¨vette in den Probenhalter schon Ungenauigkeiten entstanden,
die jedes Mal aufs Neue ha¨tten quantifiziert werden mu¨ssen.
Hier soll noch eine getestete Alternative erwa¨hnt werden, die das Problem des Defokus
vollsta¨ndig umgeht. Dazu wurden Tauch–Objektive verwendet (Abb. 3.6 C). Das zu unter-
suchende Objekt wurde in einen Block aus Agarose eingebettet. Ein modifizierter Proben-
halter hielt den Agaroseblock so, dass keine Glas– oder Luftschichten zwischen Objektiven
und Agarose vorhanden waren, da die Objektive fu¨r die Verwendung ohne Deckglas kon-
zipiert waren. Bei dieser Methode trat kein Defokus auf, weder bei Beleuchtung noch bei
der Detektion, da der Brechungsindex u¨berall dem von Wasser entsprach.




























Abbildung 3.7: Paraxiales Modell zur Bestimmung der durch die Bewegung der Probenku¨vette erzeug-
ten Fokusverschiebung. Eine Linse L mit Radius h0 fokussiert einen Strahl (rot) durch Medien mit
den Brechungsindizes n0 < n2 < n1. Oben: Wird die mittlere Schicht (das Glas der Probenku¨vette),
mit den Grenzfla¨chen F1 und F2 und der konstanten Dicke G, um eine Strecke Γ nach rechts ver-
schoben, wandert der Fokus um eine Strecke γ nach links (gestrichelte Linie). Unten: Wird die Linse
um den Betrag ∆ nach rechts bewegt, wandert der Fokus um den Betrag δ nach rechts.
L Linse
hi Strahlho¨he bei Grenzfla¨che Fi
d Abstand Linse–Ku¨vette
d’ Abstand nach Verschiebung
Γ Verschiebung der Ku¨vette
ni Brechungsindex
γ Defokus durch Γ
xi hi+1 − hi
θi Winkel zum Lot der Grenzfla¨che
a Abstand Ku¨vette–Fokus
a’ Abstand nach Verschiebung
G Dicke der Ku¨vette
∆ Verschiebung der Linse
δ Defokus durch ∆
Tabelle 3.1: Nomenklatur.
In Abschnitt 3.3 wurde der Einfluss der Probenku¨vette auf die Position des Fokuspunktes
des Beleuchtungsobjektivs und der Fokusebene des Detektionsobjektivs beschrieben. Der
dadurch erzeugte Defokus und die beno¨tigte Korrektur werden in diesem Abschnitt herge-
leitet.
Abbildung 3.7 veranschaulicht die Herleitung des Defokus und seiner Korrektur fu¨r eine
paraxiale Linse mit Radius h0, die einen Lichtstrahl durch drei Grenzschichten (im Bild
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farbig) mit unterschiedlichen Brechungsindizes n0, n1 und n2 fokussiert. Bei Verschiebung













U¨bertragen auf den in dieser Arbeit verwendeten Aufbau wa¨re n0 der Brechungsindex des
Immersionsmediums und n2 der des Mediums in der Probenkammer. Um den Defokus γ
durch Bewegen der Probenkammer um Γ auszugleichen, muss das entsprechende Objektiv
um eine Strecke ∆ bewegt werden, so dass δ = −γ gilt. Mit den Gleichungen (3.1) und







Fu¨r das Probenmedium Wasser (n2 = 1.33) und das Immersionsmedium Luft (n0 = 1)
ergibt sich ein Korrekturfaktor von rund −0.25µm Verschiebung des Objektivs pro µm
Verschiebung der Probe.
Dieser Zusammenhang soll mit Hilfe der in Abbildung 3.7 eingezeichneten Gro¨ßen her-
geleitet werden. Durch die schwarzen senkrechten Linien sind die Grenzschichten in ihrer
Ausgangsposition dargestellt. Der Strahl, rot im Bild, trifft bei der Ho¨he h1 auf die erste
Oberfla¨che der Ku¨vette. Der Winkel zum Lot der Grenzfla¨che ist θ0. Auf der dahinter-
liegenden Seite mit dem Brechungsindex n1 ist der Winkel nach dem Snelliusschen Bre-
chungsgesetz bestimmt durch sin θ1 = sin θ0
n0
n1
. Analog gilt dies fu¨r die na¨chste Oberfla¨che
mit den Brechungsindizes n1 und n2. Dahinter schneidet der Strahl die optische Achse im




mit h2 = h1 − x1 (3.4)
⇒ a = h1 − x1
tan θ2
mit h1 = h0 − x0 = h0 − d tan θ0 (3.5)
⇒ a = h0 − d tan θ0 − x1
tan θ2
(3.6)
Nun wird die Probenku¨vette um den Betrag Γ nach rechts bewegt. Da G konstant ist, bleibt
x1 bei Verschiebung der Probenku¨vette unvera¨ndert. Die Verschiebung des Fokus um den
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Betrag γ ist gleich der Differenz der Absta¨nde von der Linse zum Fokus in beiden Fa¨llen:
γ = d+G+ a− d′ −G− a′ = d− d′ + a− a′ = −Γ + a− a′ (3.7)
Da sich nur d a¨ndert, folgt nach Gleichung 3.6 fu¨r den neuen Abstand a’
a′ =
h0 − d′ tan θ0 − x1
tan θ2
(3.8)
und somit fu¨r die Differenz
a− a′ = (d′ − d)tan θ0
tan θ2
(3.9)
⇒ γ = −Γ + Γtan θ0
tan θ2
≈ −Γ + Γsin θ0
sin θ2
= −Γ + Γsin θ0 sin θ1












Der Defokus durch Verschiebung des Objektivs wird analog bestimmt, siehe Abb. 3.7,
unten. Die Absta¨nde werden in beiden Fa¨llen von der Ausgangsposition der Linse (schwarze
Linie) gemessen, also d = d’. Somit gilt:
δ = a′ +G+ d′ − a−D − d = a′ − a = ∆n2
n0
(3.12)
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Abbildung 3.8: A Prinzipieller Aufbau eines CMOS Bilddetektors mit Sensormatrix und Periphe-
rieeinheiten zur Signalauslese. B Grundlegendes Prinzip der Verschaltung eines Pixels. Die an der
Photodiode P anliegende Spannung wird durch auftreffende Photonen reduziert. Durch Schalten des
Transistors M kann diese Signalspannung ausgelesen werden. Modifiziert nach [BCFS06].
In dieser Arbeit wurden Kameras mit einem sog. ’Complementary Metal Oxide Semicon-
ductor ’ (CMOS) Sensor verwendet. Hierbei handelt es sich um einen aktiven Pixelsen-
sor, bei dem jeder Pixel eine eigene Versta¨rkereinheit zum Auslesen des Spannungssignals
besitzt (Abb. 3.8 A). Zusa¨tzlich ko¨nnen noch weitere Peripherieschaltungen wie Analog–
Digitalwandler oder zeitliche Steuerung direkt im Pixel integriert werden ([SKB+13]). Ein
CMOS Pixel besteht aus einer in Sperrrichtung geschalteten Photodiode an der zu Beginn
der Messung eine definierte Ausgangsspannung angelegt wird (Abb. 3.8 B). Auftreffen-
de Photonen erzeugen nun Elektronen–Loch–Paare, was zu einem Photostrom und somit
zum Abfall der Sperrschichtspannung fu¨hrt. Das Auslesen der Spannung erfolgt im einfach-
sten Falle u¨ber einen Feldeffekttransistor (MOSFET), der zur Adressierung der Photodiode
dient.
Lange Zeit galten CMOS–Kameras aufgrund der geringeren Lichtempfindlichkeit im Ver-
gleich zu Charge Coupled Device (CCD) Sensoren als unterlegen. Durch die sich im Detektor–
Pixel befindliche Elektronik wird die photosensitive Fla¨che reduziert und die Sensitivita¨t,
das Produkt aus Fu¨llfaktor und Quanteneffizienz, reduziert. CCD Sensoren haben einen
Fu¨llfaktor von nahezu 100 % [YC90], [ROY+04], wohingegen dieser bei CMOS Sensoren
bei 30 % liegt. Durch Vergro¨ßerung der Photodiode und Verwendung von Mikrolinsen zur
Fokussierung des eintreffenden Lichts auf den photosensitiven Bereich ko¨nnen Fu¨llfaktoren
von u¨ber 90 % erreicht werden. Durch Verwendung von innovativen Halbleiterarchitektu-
ren, ko¨nnen gar 100 % erreicht werden ([DMS97], [MDS98]).
Die meisten CMOS–Kameras werden im sog. Rolling Shutter Modus betrieben. Die Akti–
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Abbildung 3.9: Funktionsweise des Rolling Shutters. A
Die oberste Pixelzeile wird aktiviert (rot). B Nach Ab-
lauf der Belichtungszeit wird die erste Zeile deaktiviert
und ausgelesen (gelb), wa¨hrend die Initialisierung der
weiter unten liegenden Zeilen weiterla¨uft. C Band aus
aktiven Pixelzeilen, das den Chip entlangwandert.
vierung und Belichtung der Sen-
soren erfolgt dabei ab der obers-
ten Pixelzeile (Abb. 3.9 A). Nach
Ablauf der Zeilenaktivierungszeit tA
wird die na¨chste Zeile aktiviert. Ist
die voreingestellte Belichtungszeit von
N × tA vergangen, so wird die Be-
lichtung der ersten Zeile gestoppt
und die Spannung der Pixel aus-
gelesen. Zu diesem Zeitpunkt be-
findet sich ein Band aus N ak-
tiven Zeilen an der oberen Kan-
te des Bildsensors (Abb. 3.9 B).
Da der Aktivierungs– und Auslese-
vorgang wie oben beschrieben zeilen-
weise fortgefu¨hrt wird, bewegt sich
dieser aktive Bereich effektiv von
oben nach unten u¨ber den Detek-
tor (Abb. 3.9 C). Die Zeit zwi-
schen dem Aktivieren und Ausle-
sen entspricht der Belichtungszeit. Es
existieren auch CMOS Kameras mit
einem Auslesemodus, bei dem al-
le Pixel synchron aktiv sind. Die-
ser Modus wird Global Shutter ge-
nannt.
Die Rauschquellen ko¨nnen in ra¨umliche
und zeitliche unterteilt werden. Zu dem
ra¨umlichen geho¨rt das sog. Fixed Pat-
tern Noise ([FBHG01]). Dieses wird
unter anderem durch leicht voneinan-
der abweichendes Verhalten der Aus-
leseelektronik auf jedem einzelnen Pi-
xel erzeugt. Einen U¨berblick u¨ber die
unterschiedlichen Arten von zeitlichem
Rauschen bietet [HPC98].
In dieser Arbeit wurden zwei Kameramodelle verwendet, die Orca Flash 2.8 und Orca
Flash 4.0 (Hamamatsu Photonics K.K.). Die technischen Eigenschaften sind Tabelle 3.2 zu
entnehmen. Beide Kameras wurden im Rolling Shutter Modus betrieben. Bei der Version
40 Kapitel 3 - Beschreibung des Mikroskops und seiner Spezifikationen
Flash 4.0 bestand der Bildsensor aus zwei Teilen mit jeweils 2048 × 1024 Pixeln. In der
Standardkonfiguration besaß jeder der beiden Detektorha¨lften einen eigenen Rolling Shut-
ter. Diese begannen in der Mitte des Sensors und liefen zu den a¨ußeren Kanten. Jedoch
konnte die Kamera auch im sog. ’Light Sheet ’ Modus betrieben werden. Hierbei beweg-
te sich der Rolling Shutter ohne Unterbrechung von oben nach unten u¨ber den gesamten
Sensorbereich.
Modell Orca Flash 2.8 Orca Flash 4.0 V2
Anzahl Pixel 1920x1080 2048x2048
Pixelgro¨ße 3,63µm 6,5µm
min. Belichtungszeit 15µs 20µs
QE( 500 nm) ≈ 66 % ≈ 66 %
QE( 600 nm) ≈ 50 % ≈ 73 %
QE( 700 nm) ≈ 30 % ≈ 66 %
Tabelle 3.2: Hauptmerkmale der verwendeten Kameramodelle. Quelle: Hamamatsu.
3.6 Elektronik zur Steuerung des Mikroskops
Abb. 3.10 zeigt das elektronische Layout des experimentellen Aufbaus. Gesteuert wurde das
Mikroskop u¨ber einen Computer mittels einer eigens hierfu¨r in LabView programmierten
Benutzeroberfla¨che. Die Kamera war auch in dieses System eingebunden und ermo¨glichte ei-
ne Ru¨ckkopplung zwischen dem System und den aufgenommenen Daten. Hierdurch konnte
z.B. eine automatische Kalibrierung des Systems vorgenommen werden. Die Kommunika-
tion erfolgte u¨ber eine Camera Link–Schnittstelle und erlaubte eine U¨bertragungsrate von
u¨ber 800 GB pro Sekunde. Zur Erzeugung von Spannungssignalen wurde ein NI USB-6221
(National Instruments Corp.) Datenerfassungsgera¨t (engl. data acquisition, kurz DAQ) ver-
wendet. Dieses verfu¨gte u¨ber zwei Analogausga¨nge (16 bit, 833 kS/s), 16 Analogeinga¨nge
(16 bit, 250 kS/s) und 24 Digital-I/O-Kana¨le. U¨ber die beiden Analogeinga¨nge wurden
die Spannungen ausgegeben, die die Position der Galvospiegel in einem Bereich von ±10 ◦
einstellten. Die Analogeinga¨nge konnten verwendet werden, um die Position auszulesen, die
u¨ber eine Spannung an der Kontrolleinheit des Scanspiegels (C1 und C2) ausgegeben wur-
de. An den Digitalausga¨ngen konnten zwei Spannungswerte ausgegeben werden, 0 V und
5 V, was jeweils einer logischen 0 oder 1 entsprach. Diese wurden benutzt, um die Belich-
tung u¨ber den Eingang fu¨r den Auslo¨ser der Kamera zu starten, oder den Laser wa¨hrend
des Rasterns einzuschalten.
Die Aktoren der Kalibrationsspiegel wurden u¨ber TDC001 Steuerungseinheiten (Thorlabs
Inc.) angesprochen, die u¨ber USB angeschlossen waren. Die Position des PIFOC wurde
u¨ber eine Steuerungseinheit E-662.LVPZT (Physikinstrumente GmbH) gesteuert und aus-
gelesen. Die Probe konnte bewegt und die Position ausgelesen werden, indem entsprechende
3.6 Elektronik zur Steuerung des Mikroskops 41
Befehle an die Steuerungseinheit (LaVision BioTec GmbH) u¨ber eine serielle Schnittstelle
gesendet wurden. Die Steuerungsbefehle fu¨r den linearen Stelltisch wurden u¨ber die Steue-
























Abbildung 3.10: Elektronisches Layout des Mikroskopaufbaus. Die elektronischen Gera¨te wurden u¨ber
einen Computer mittels einer in LabView programmierten Benutzeroberfla¨che gesteuert. Mit Hilfe
einer DAQ wurden die Signalkurven fu¨r die Scanspiegel erzeugt. AI und AO stehen fu¨r die verwen-
deten analogen Eingangs– und Ausgangskana¨le und DO fu¨r die digitalen Ausgabekana¨le, die fu¨r das
Auslo¨sen der Kamera und das Einschalten des Beleuchtungslasers Verwendung fanden. C1 und C2
sind die Steuerungsplatinen fu¨r die Scanspiegel. C. (Controller) PIFOC, C. 3DS und C. MT sind
die Steuerungseinheiten, die fu¨r den PIFOC, die Probenpositionierung und den motorisierten Stell-
tisch benutzt wurden. TC1 bis TC4 sind die Steuerungseinheiten der Aktoren fu¨r die Justagespiegel.
Blau: USB Anschluss, Rot: Serielle Schnittstelle, Gru¨n: Camera Link–Schnittstelle, Braun: Kabel
an Schraubklemmen oder Pins, Schwarz: Sonstige.
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Abbildung 3.11: Zeitverlaufsdiagramm fu¨r die Scanspiegelspannung gx, den Trigger fu¨r die Kamera
TC und den Trigger fu¨r den Laser TL. Als gemeinsamer Taktgeber CL wird der interne Za¨hler
der DAQ verwendet. Vi und Ve sind die Anfangs– und Endspannungswerte der Spannungskurve,
bei denen die Strahlposition im Bild jeweils der obersten und untersten Detektorzeile Li und Ve
entspricht. V0 ist die Spannung, die der Mitte der Kamera entspricht (Offsetspannung), tB ist die
Belichtungszeit, tF die Aufnahmezeit fu¨r ein Bild und d die Breite des Rolling Shutters. Durch das
Vera¨ndern der Phase φ kann die Synchronita¨t zwischen Kamera und Laser optimiert werden.
Um eine optimale Abbildungseffizienz zu erreichen, war es notwendig, dass das Bild des
Beleuchtungsstrahls zu jedem Zeitpunkt wa¨hrend des Rasterns mit dem aktiven Bereich
der Kamera u¨berlappte. Diese Bedingung war insbesondere kritisch bei Breiten des Rol-
ling Shutters im Bereich von 20 Pixeln und weniger, was in etwa dem Strahldurchmesser
entsprach. Die Belichtung der ersten Zeile musste genau dann beginnen, wenn die Haupt-
achse des Strahls sich u¨ber dieser befand. Dies bedeutete, dass das Auslo¨sesignal, das die
Belichtung der Kamera initiierte, und das Spannungssignal fu¨r den Scanspiegel mit einer
zeitlichen Genauigkeit von weniger als 15µs synchronisiert werden mussten. Dies entsprach
der kleinsten mo¨glichen Zeilenaktivierungszeit.
In Abb. 3.11 ist das zeitliche Schema der Signalerzeugung dargestellt. Die in dieser Arbeit
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benutzte DAQ verfu¨gte u¨ber die Mo¨glichkeit die interne Elektronik auszunutzen, um meh-
reren Ausgabekana¨len die gleiche Taktquelle und ein gemeinsames Startsignal zuzuordnen.
In diesem Fall war dies der interne Za¨hler (CL). Die Taktrate entsprach hierbei der Zei-
lenzeit der Kamera. Die Anzahl der Spannungswerte in der analogen Spannungsrampe fu¨r
den Scanspiegel gx war gleich der Anzahl der Zeilen des aufgenommenen Bildausschnitts.
War tB die gewu¨nschte Belichtungszeit und N die Anzahl der aktiven Zeilen des Rolling
Shutters, so musste die Pixelzeit tp (und die Samplingrate 1/tp) entsprechend der Formel
tp = tB/N gesetzt werden. War M die Anzahl der Zeilen des aufgenommenen Bildes, so
war die Zeit tF fu¨r die Aufnahme eines ganzen Bildes tF = (M − 1)tp + tB. Dies ist die
Dauer bis jede Zeile einmal aktiviert wurde plus der Belichtungszeit der letzten Zeile.
Vor Beginn der Datenerzeugung wurden die Spannungswerte in den Puffer der DAQ gela-
den. Dieser Prozess unterlag nicht der hohen zeitlichen Anforderung und konnte u¨ber ein
USB Kabel erfolgen. Die Kamera wurde wa¨hrenddessen mit den gewu¨nschten Parametern,
wie Belichtungszeit und Breite des Rolling Shutters, iniziiert. Wenn die Aufforderung an die
DAQ fu¨r den Start der Signalerzeugung erfolgte, wurden die Steuerspannung fu¨r den Scan-
spiegel und der elektronische Auslo¨seimpuls fu¨r die Kamera gleichzeitig ausgegeben. Des
Weiteren entstanden Zeitunterschiede durch die Elektronik von Kamera und Steuerung des
Scanspiegels. Diese konnten durch Vera¨nderung der Phase φ zwischen den Abtastpunkten
von Scan– und Auslo¨sesignal kompensiert werden.
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3.8 Die Rolle der Kalibrationsspiegel bei der Strahlpositio-
nierung
Mit den beiden Kalibrationsspiegeln M3 und M4 aus Abb. 3.2 wurde der Beleuchtungs-
strahl kalibriert. Beide Spiegel konnten um jeweils zwei Achsen gekippt werden (Abb. 3.3).
Der Schnittpunkt der Drehachsen lag auf dem Mittelpunkt der Spiegeloberfla¨che. In diesem
Abschnitt soll untersucht werden, welchen Effekt das Kippen der Kalibrationsspiegel auf
die Lage des Beleuchtungsstrahls in der Probe hat. Analytisch ko¨nnte dies durch Trans-
formationsmatrizen beschrieben werden. Dies fu¨hrt aber aufgrund der hohen Zahl an Frei-
heitsgraden zu wenig u¨bersichtlichen algebraischen Ausdru¨cken. Eine Alternative ist die
direkte numerische Berechnung der resultierenden Vektoren.
Abb. 3.12 A und B zeigen eine Computergrafik mit zwei unterschiedlichen Ansichten der
Spiegelgeometrie und der verwendeten Vektoren aus zwei unterschiedlichen Richtungen.
Tab. 3.3 gibt eine U¨bersicht u¨ber die einzelnen Elemente und der in diesem Abschnitt
verwendeten Nomenklatur. Die Absta¨nde zwischen den Spiegeln sind auf 1 normiert und
einheitslos.
Die Stellung jedes Spiegels wird durch einen Normalvektor (in der Grafik schwarz) re-
pra¨sentiert. Die einlaufenden und reflektierten Lichtstrahlen sind durch den orangen Pfad
symbolisiert und die Drehachsen der einzelnen Spiegel durch die magenta Pfeile. S1 und
S2 symbolisieren die Kalibrationsspiegel, gx und gy die Scanspiegel (vgl. auch Abb. 3.4).
L ist eine paraxiale Scanlinse mit einer Brennweite von 2. Die Positionen der Mittelpunkte
der Spiegel und der Linse sind jeweils daneben in Klammern angegeben. Befinden sich die
Spiegel in ihrer Ausgansposition, verla¨uft der Strahl zuna¨chst in der x–y–Ebene, wird durch
gx in die x–z–Ebene gelenkt und durch gy wieder in eine Ebene die koplanar zur x–y–Ebene
ist. Der Scanspiegel gx befindet sich dabei in einem Abstand von 2 zur Scanlinse, weshalb
deren Brennweite bei der spa¨teren Analyse der Strahllage entsprechend gewa¨hlt werden
muss.
Die gesamte Analyse kann dann durch Spiegelung des einfallenden Lichtstrahls und der
Berechnung des Schnittpunkts des reflektierten Strahls mit der na¨chsten Spiegeloberfla¨che
erfolgen.
Ein einlaufender Strahl ~i0 trifft auf eine Oberfla¨che mit Normalvektor ~n und wird von dieser
reflektiert. Fu¨r den reflektierten Strahl ~i1 gilt dann:
~i1 =~i0 − 2〈~i0,~n〉~n (3.13)
Die eckigen Klammern bezeichnen das Skalarprodukt. Ist eine Ebene im Raum mit Nor-
malenvektor ~n und einem Punkt ~r0 auf dieser definiert durch 〈( ~xE + ~r0) ,~n〉 = 0, dann ist
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Abbildung 3.12: Abbildung der vereinfachten
Spiegelgeometrie mit Richtungsvektoren der ein-
fallenden und reflektierten Lichtstrahlen sowie
der Spiegelnormalenvektoren. A und B zeigen je-
weils zwei Ansichten der Spiegelgeometrie. Die
Absta¨nde sind auf 1 normiert und die Mit-
telpunktskoordinaten der Spiegeloberfla¨chen und





~A1 Drehachse von S1 um z–Achse
~A2 Drehachse von S1 in x–y–Ebene
~A3 Drehachse von S2 um z–Achse
~A4 Drehachse von S2 in x–y–Ebene
~Ax Drehachse von gx
~Ay Drehachse von gy
ι Drehwinkel um ~A1
κ Drehwinkel um ~A2
ξ Drehwinkel um ~A3
ψ Drehwinkel um ~A4
γ Drehwinkel um ~Ax
δ Drehwinkel um ~Ay
~n1 Normalenvektor von S1
~n2 Normalenvektor von S2
~ngx Normalenvektor von gx
~ngy Normalenvektor von gy
~i0 Vektor einlaufender Strahl
~ii Strahlvektor nach i Reflexionen
~Pi Schnittpunkt Strahl ~i(i−1)
und Ebene der Nummer i.
L Scanlinse
Tabelle 3.3: Die in diesem Abschnitt verwende-
te Nomenklatur. Die Drehwinkel parametrisie-
ren die rechtsha¨ndige Drehung der Spiegel um
die jeweiligen Drehachsen sind der U¨bersicht
halber in der linken Abbildung nicht eingezeich-
net.
der Schnittpunkt ~P mit einer Geraden ~xG = ~v + t~w gegeben durch
t = −〈(~v + ~r0,~n)〉〈~w,~n〉 . (3.14)
⇒ ~P = ~v − 〈(~v − ~r0,~n)〉〈~w,~n〉 ~w. (3.15)
Dies erha¨lt man durch Einsetzen von ~xG in ~xE .
Der Kalibrationsspiegel S1 befindet sich im Ursprung des hier verwendeten Koordinaten-
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nun auf den Normalvektor des Spiegels S1, der um die Winkel ι um die Achse ~A1 und κ
um die Achse ~A2 gedreht werden kann. Die Achse ~A1 a¨ndert ihre ra¨umliche Orientierung
dabei nicht. Um den Vektor des reflektierten Strahls zu berechnen, wird S1 zuna¨chst um ι
gekippt:
~n1a = O(z,ι) · ~n1, O(z,ι) =
 cos ι − sin ι 0sin ι cos ι 0
0 0 1
 . (3.16)
Analog wird auch die neue Orientierung der Achse ~A2 berechnet:
~A1a = O(z,ι) · ~A1. (3.17)














Die Richtung des reflektierten Strahls ~i1 kann nun mit Glg. (3.13) ermittelt werden. Mit
Hilfe von Glg. (3.15) wird dann der Schnittpunkt ~P2 zwischen ~i1 und der Ebene des Spiegels
S2 berechnet. Analog verfa¨hrt man dann mit der Reflexion am Justagespiegel S2 und den
beiden Scanspiegeln gx und gy. Das oben beschriebene Verfahren la¨sst sich leicht nume-
risch implementieren und erspart die komplizierte analytische Berechnung der Ausdru¨cke.
Zuletzt wird eine paraxiale Linse bei der Position x = 1, y = −1, z = 1 mit der Brenn-
weite f=2 platziert, sodass der Scanspiegel gx in deren Fokus steht und eine telezentrische
Konfiguration simuliert werden kann.
3.8.1 Berechnung der beleuchteten Scanebene
~i4 sei der Richtungsvektor des vom Spiegel gy reflektierten Strahls und ~P4 der Schnittpunkt
von ~i4 und gy. Um den Einfluss einer paraxialen Linse auf ~i4 zu berechnen, ko¨nnen pa-
raxiale Strahl–Transfer Matrizen verwendet werden ([Mes08]). Hierbei wird der einlaufende





repra¨sentiert. r ist der Abstand des Punktes zur
optischen Achse bei dem der Strahl die Linse passiert und α der Winkel zwischen Strahl






beschrieben. Fu¨r die numerische Implementierung wird
zuna¨chst der Schnittpunkt ~P5 zwischen Linsenebene und Strahl ~i4 berechnet und beide in
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−P4,z/2 + arctan i4,zi4,x
)
. (3.22)













−(P5,z − 1)/2 + arctan i5,zi5,x
)
 . (3.23)
Abb. 3.13 zeigt die Auswirkung des Kippens der Justagespiegel auf die Lage des Beleuch-
tungsstrahls fu¨r das oben beschriebene Modellsystem. Der Ursprung des abgebildeten Ko-
ordinatensystems ist gleich der Fokusposition bei einem ideal positionierten Beleuchtungs-
strahl. Die beiden oberen Abbildungen zeigen, dass ein Kippen um die Achsen A1 oder
A3 eine Translation des Strahls senkrecht zur Detektionsebene bewirkt. Zudem kippt der
Strahl auch leicht, da keiner der Justagespiegel konjugiert zur HFE der Beleuchtungslinse
steht. Gleiches geschieht in der Detektionsebene bei kippen um die Achsen A2 und A3,
mittlere Zeile. Die beiden unteren Abbildungen zeigen, dass durch synchrones Drehen um
die Achsen A1 und A3 bzw. A2 und A4 der Strahl um den Fokuspunkt gedreht werden
kann. Zwar unterscheiden sich die Absta¨nde im realen Aufbau vom oben beschriebenen Fall,
was zu anderen Amplituden bei Drehen und Verschieben des Strahls fu¨hrt, jedoch ko¨nnen
die qualitativen Resultate zur Alignierung des Beleuchtungsstrahls verwendet werden.
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0.2 Drehung um A2
y y
-1
-1 -0,5 0 0,5 1
Drehung um A3
x
-0,5 0 0,5 1
Drehung um A4









0.04 Drehung A1 = A3
z y
-1 -0,5 0 0,5 1
Drehung A2 = A4
Abbildung 3.13: Auswirkung auf die Lage des Strahls bei Auslenkung der Justagespiegel um unter-
schiedliche Achsen. Der Ursprung des Koordinatensystems liegt im Fokus des Beleuchtungsstrahls.
Oben: Drehen um die Achsen A1 und A3 fu¨hrt zu Kippen und Translation des Stahls in der x–
z–Ebene. Mitte: Drehen um die Achsen A2 und A4 fu¨hrt zu Kippen und Translation des Stahls
in der x–y–Ebene. Unten: Werden A1 und A3 bzw. A2 und A4 synchron um den gleichen Winkel
gedreht, fu¨hrt dies zu einer Rotation des Strahls in der entsprechenden Ebene um den Fokus. Die





Mit Hilfe des Modells der paraxialen Linsen konnten die Brennweiten und Absta¨nde der
beno¨tigten Linsen auf einfache Weise abgescha¨tzt werden. Reale Linsen beeinflussen aber
die Propagation des Lichts auf eine komplexe Weise. Die Kru¨mmung der Linsenoberfla¨chen
a¨ndern den Winkel mit dem Strahlen gebrochen werden. Die Dicke und unterschiedliche
optische Eigenschaften der Gla¨ser vera¨ndern die Fokusposition und machen die Brechkraft
von der Wellenla¨nge abha¨ngig. Bereits bei wenigen Linsen ist die Anzahl der Freiheitsgrade
bereits so hoch, dass eine quantitative Analyse oder Optimierung auf numerische Methoden
wie Raytracing (dt.: Strahlverfolgung) angewiesen ist.
In diesem Kapitel wird eine detaillierte Analyse der optischen Leistung des Beleuchtungs-
strahlengangs pra¨sentiert. Diese wurde mit Hilfe des Programms Zemax (Zemax, LLC,
Redmond, WA, USA) erstellt. Fu¨r die Optimierung sollte das System mo¨glichst kompakt
gehalten werden. Dabei wurden achromatische Linsen in unterschiedlicher Weise kombi-
niert um Aberrationen zu minimieren. Im zweiten Teil wurde eine verfeinerte Analyse des
Beleuchtungsfokus und der Punktabbildungsfunktion von LSFM mit konfokaler Zeilende-
tektion mittels numerischer Wellenpropagation durchgefu¨hrt.
4.1 Konzeption der Beleuchtung
Zur Beleuchtung sollte ein 10x–Luftobjektiv mit einem Arbeitsabstand von 33,5 mm und
einer numerischen Apertur von 0,28 (Mitutoyo Corp., Kawasaki, Japan) verwendet werden.
Dieses wurde auch in [RVV+10] zum Generieren eines du¨nnen Lichtblatts benutzt. Es hat
eine Brennweite von 20 mm und einen Aperturdurchmesser von 11,67 mm. Der Strahl besaß
aus der Faser kommend einen 1/e2–Durchmesser von 1,2 mm. Der maximale Strahldurch-
50 Kapitel 4 - Numerische Optimierung und Analyse der Abbildungsleistung
messer, fu¨r den die Scanspiegel spezifiziert sind, ist 5 mm. Um eine mo¨glichst große nume-
rische Apertur zu erreichen, konnte der Strahl durch ein Teleskop mit einer Vergro¨ßerung
von 4,2 aufgeweitet werden. Das Relaissystem besaß wiederum eine Vergro¨ßerung von 1,8,
um einen mo¨glichst großen Teil der Objektivapertur zu nutzen.
4.2 Raytracing
4.2.1 Optimieren der Strahlaufweitung
Aufgrund des fu¨r den Aufbau zur Verfu¨gung stehenden Platzes sollte die maximale La¨nge
fu¨r die Strahlaufweitung 200 mm nicht u¨berschreiten. Die erste Linse auf die der einlaufen-
de Strahl traf, war ein Dublett mit einer Brennweite von −75 mm. Ein zweites Linsensys-
tem kollimierte den Strahl mit vergro¨ßertem Durchmesser. Es bestand aus einem negati-
ven und einem positiven Linsendublett mit einer effektiven fokalen La¨nge von insgesamt
316 mm. Somit hatte das Teleskop eine Vergro¨ßerung von 4,2. Die Verwendung von zwei
Linsen zum Kollimieren ermo¨glichte die individuelle Einstellung der Brennweite und des
Vergro¨ßerungsfaktors. Zemax wurde verwendet um den optimalen Abstand zwischen den
einzelnen Linsen zu bestimmen, damit der vergro¨ßerte Strahl parallel war. Die Absta¨nde
zwischen den Linsen ko¨nnen Tab. 4.1 entnommen werden. Die Berechnungen mit Zemax
ergaben, dass der Strahlradius von 0,6 mm auf 2,52 mm vergro¨ßert wurde.
Hersteller Bezeichnung Effl. Typ Abstand [mm]
Edmund Optics 45422 −75 mm Dublett 160,139
Edmund Optics 45422 −75 mm Dublett 13,552
Edmund Optics 32325 +75 mm Dublett –
Tabelle 4.1: Fu¨r die Strahlaufweitung verwendete Linsen. Effl. ist die effektive Fokusla¨nge. Der
Abstand bezieht sich auf die Distanz in Luft zwischen zwei Linsen, auf Ho¨he der optischen Achse.
4.2.2 Optimieren des optischen Relais
Es wurde ein afokales Relaisobjektiv entworfen. Dieses versetzte den Punkt, um den der
Galvospiegel kippt um den Beleuchtngsstrahl zu rastern, in die hintere fokale Ebene des
Beleuchtungsobjektivs (Abb. 2.2). Zusa¨tzlich wurde der Strahl aufgeweitet. Achromatische
Linsen wurden so kombiniert, dass durch das Relais eingebrachte spha¨rische Aberration,
Koma und Astigmatismus so klein wie mo¨glich gehalten wurden. Diese waren ohne die Ver-
wendung des Teleskops vernachla¨ssigbar. Aus diesem Grund wurde die Optimierung mit
Zemax nur fu¨r den Fall des aufgeweiteten Strahls durchgefu¨hrt. Da fu¨r das Beleuchtungs-
objektiv keine optischen Daten vorlagen, wurde dieses durch eine paraxiale Linse ersetzt.
Des Weiteren sollte die Gesamtla¨nge des Systems 300 mm nicht u¨berschreiten. Der Abstand
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zwischen dem Scanspiegel und der ersten Linse musste bauartbedingt mindestens 26 mm
lang sein. Als Ausgangspunkt wurde ein Entwurf mit zwei achromatischen Linsen (#47–
636 , Effl. 45 mm und #49–769, Effl. 88,9 mm, Edmund Optics) verwendet (Abb. 4.1 A).
Von diesem ausgehend, wurde die Brechkraft der jeweiligen Linsen auf jeweils zwei Linsen
geteilt (Abb. 4.1 B). Dies fu¨hrte zu einer deutlichen Abnahme von spha¨rischer Aberration,
Koma und Astigmatismus und reduzierte deutlich die Gro¨ße des Beleuchtungsfokus. Zu-
letzt wurde die Brennweite und Position des rechten Linsenpaares variiert. Dabei stellte sich
heraus, dass, wenn die optische Vergro¨ßerung des Relais kleiner wurde, sich auch der Fo-
kusdurchmesser verkleinerte (Abb. 4.1 C). Im Vergleich zum vorigen Entwurf waren dann
die Wellenfrontaberrationen kleiner, was zu einer besseren Fokussierung des Lichts fu¨hrte,
obwohl die Beleuchtungsapertur kleiner wurde. Grund sind geringere Aberrationen bei klei-
neren Strahldurchmessern. Erwa¨hnenswert ist auch der Einfluß der 2 mm dicken Glaswand
der Probenku¨vette. So erzeugten die Linsen insgesamt einen positiven spha¨rischen Wel-
lenfrontfehler. Dahingegen war der Strahl in der Probenku¨vette fokussiert, was in einem
negativen spha¨rischen Fehler resultierte. Dies konnte ausgenutzt werden um beide Einflu¨sse




Abbildung 4.1: Skizzen des in Zemax untersuchten Relais–Systems. A: Einzelne Achromaten als
Relaislinsen. B: Die Brechkraft wurde auf jeweils zwei Linsen verteilt, um spha¨rische Aberrationen,
Astigmatismus und Koma zu minimieren. C: Anpassen der Brechkraft des zweiten Linsensystems,
um die negative spha¨rische Aberration der Probenkammer auszugleichen. Die Gesamtla¨nge betra¨gt
hier rund 300 mm. Der gezeigte Scanwinkel betra¨gt fu¨nf Grad.
Der finale Entwurf bestand aus jeweils zwei Linsengruppen, L1 und L2, mit den jeweiligen
Brennweiten von f1 = 45.46 mm und f2 = 81.85 mm bei λ = 588 nm, woraus sich eine
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Vergro¨ßerung von 1,8 ergab. Die genauen Positionen der einzelnen Linsen kann Tabelle 4.2
entnommen werden.
Abbildung 4.2 zeigt Punktdiagramme, die mit Zemax fu¨r die drei oben beschriebenen
Entwu¨rfe erzeugt wurden. Diese stellen die Schnittpunkte eines Strahlenbu¨ndels mit der
Fokusebene des Beleuchtungsobjektivs dar. Das Strahlenbu¨ndel tritt dabei kollimiert von
links in das System ein. Die einzelnen Teilstrahlen sind zuna¨chst gleichfo¨rmig verteilt und
besitzen denselben Abstand untereinander. Wird ein solches Strahlenbu¨ndel durch eine
ideale Linse fokussiert, schneiden alle Strahlen die Fokusebene im Mittelpunkt. In diesem
Falle ha¨tte ein solches Diagramm nur im Zentrum einen Punkt. Bei Aberrationen schneiden
die Teilstrahlen die Fokusebene aber an unterschiedlichen Punkten. Die Form der resultie-
renden Punktwolke gibt Aufschluss u¨ber die Fokusgro¨ße und die Art der Aberrationen.
Eine detaillierte Beschreibung von Punktdiagrammen und zu weiteren Methoden fu¨r den





Abbildung 4.2: Punktdiagramme der unterschiedlichen Layouts fu¨r die Winkel der Stahlauslenkung
von 0, 1 und 3 Grad, jeweils von oben nach unten. A: Einzelne Achromaten, B: Linsenpaare mit
einer Gesamtvergro¨ßerung von 2, C: Nach Reduktion der spha¨rischen Aberrationen. Skala rechts
10µm, Ka¨stchengro¨ße 1µm. Der durchgezogene Kreis stellt den Rayleighradius ohne Aberrationen
dar. Die Wellenla¨ngen entsprechen den jeweiligen Farben: Blau 488 nm, Gru¨n 532 nm, Rot 640 nm.
Die Fokusebene des Systems wurde so platziert, dass die Ausdehnung des Punktdiagramms fu¨r alle
drei Wellenla¨ngen minimal ist.
Die Farben rot, gru¨n und blau im Diagramm stehen jeweils fu¨r die Wellenla¨ngen 640 nm,
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Element Abstand Beschreibung
Apertur Stop 27,93 mm Ersetzt Scanspiegel
Edmund 32–325 20 mm Achromat
Edmund 32–325 95,39 mm Achromat
Edmund 32–494 20 mm Achromat
Edmund 32-494 63,15 mm Achromat
HFE 20 mm Fokale Ebene Objektiv
Objektiv 18 mm Paraxiale Linse
Glas N-BK7 2 mm Probenku¨vette
Wasser 0,8 mm Proben Medium
Tabelle 4.2: Absta¨nde der optischen Elemente nach Optimierung in Zemax. Abstand bezieht sich
hierbei auf die Entfernung zwischen der letzten Oberfla¨che des Elements auf der optischen Achse
zum na¨chsten Element.
532 nm und 488 nm. Die Scanwinkel sind von oben nach unten 0 ◦, 1 ◦ und 3 ◦. Der schwarze,
durchgezogene Kreis hat den Radius der Airyscheibe fu¨r den Fall, dass das System aber-
rationsfrei wa¨re. Durch spha¨rische Aberration war der tatsa¨chliche Fokus, beim System
mit einzelnen Linsen, allerdings deutlich verbreitert (Abb.4.2 A). Bei gro¨ßerer Auslenkung
des Scanspiegels wurde der Fokus zudem in Scanrichtung verzerrt, ein deutliches Zeichen
fu¨r Koma und Astigmatismus. Die Bildfehler konnten durch Aufteilen der Brechkraft von
jeweils einer Linse auf mehrere mit gro¨ßerer Brennweite minimiert werden (Abb. 4.2 B).
Weiteres Optimieren des optischen Systems verkleinerte den Fokus noch weiter (Abb. 4.2
C). Die Skala in den Diagrammen betra¨gt 10µm und ein Ka¨stchen hat die Gro¨ße von 1µm.
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4.2.3 Axialer chromatischer Fehler
Das Diagramm in Abbildung 4.3 stellt die relative Position des Beleuchtungsfokus in
Abha¨ngigkeit der Wellenla¨nge dar. Die theoretische chromatische Aberration, die durch
die Linsen des Relaissystems erzeugt wurde, war zwischen den Wellenla¨ngen 640 nm und
488 nm am gro¨ßten. Der Fokus zwischen diesen Wellenla¨ngen war um etwa 12µm ver-
schoben. Zwischen den Anregungswellenla¨ngen 532 nm und 640 nm betrug die chromati-
sche Fokusverschiebung etwa 3µm. Die kleinste Rayleighla¨nge, die unter Verwendung der
Strahlaufweitung gemessen wurde, betrug 14± 3µm (Abschn. 5.2.2). Der konfokale Para-
meter, also das Zweifache der Rayleighla¨nge, der als Maß fu¨r die Breite des ausgeleuchteten
Bildfeldes dient, liegt somit deutlich oberhalb der maximalen chromatischen Verschiebung.


















Abbildung 4.3: Axiale chromatische Verschiebung, die durch die Linsen des Relaissystems erzeugt
wurde, fu¨r den Wellenla¨ngenbereich von 488 nm bis 640 nm. Der chromatische Fehler bei Anregung
mit 532 nm und 640 nm betrug etwa 3µm. Allerdings betrug die Farbverschiebung zwischen 488 nm
und 633 nm Anregungswellenla¨nge 12µm.
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4.3 Die Punktabbildungsfunktion des konfokalen LSFM
4.3.1 Ausdehnung des Beleuchtungsfokus und der Abbildungs–PSF











































Detektion 20x, NA 0,5Anregung mit Aufweitung
20 40 60
Abbildung 4.4: A Normierte Intensita¨tsverteilung des Anregungsstrahls ohne Strahlaufweitung in der
x–z–Ebene. B1 Normierte Intensita¨tsverteilung des Anregungsstrahls mit Strahlaufweitung. B2 Ver-
gleich mit der Punktabbildungsfunktion des 20x–Detektionsobjektivs mit NA 0.5. Die z–Ausdehnung
der Anregung in B1 ist kleiner als die z–Ausdehung der PSF in B2. Dies fu¨hrt zu einer effektiven
Verkleinerung der PSF entlang dieser Achse.
Bei LSFM wird fu¨r Fluoreszenzanregung und Detektion jeweils ein Objektiv verwendet. Fu¨r
jedes dieser Objektive kann eine PSF berechnet werden, PSFB fu¨r das Anregungsobjektiv
und PSFD fu¨r das Detektionsobjektiv. PSFB ist auch gleich der ra¨umlichen Verteilung der
Anregungsintensita¨t. Die System–PSF (PSFsys) beschreibt dann die aus PSFB und PSFD
resultierende Abbildungsfunktion fu¨r das gesamte Mikroskop (Abschn.2.6).
Um der Frage nachzugehen, wie sich der konfokale Zeilendetektor auf die PSFsys des LSFM
auswirkt, wurde die Punktabbildungsfunktion numerisch berechnet. Hierzu wurden Bil-
der eines Punktobjekts simuliert, das schrittweise in z–Richtung durch den Fokus bewegt
wurde. Die verwendeten Algorithmen zur numerischen Wellenpropagation stammen aus
[Sch10]. Diese basierten auf der Fouriertransformation der Feldverteilung in der hinteren
Fokalebene einer Linse (Abschn. 2.4). Die Funktionen zur Berechnung und Analyse der
Punktabbildungsfunktion wurden in MATLAB programmiert.
Der erste Rechenschritt bestand darin die Intensita¨tsverteilung des Beleuchtungsstrahls
zu berechnen. Hierzu wurde eine zweidimensionale Matrix generiert, mit einer 1 in einer
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Region, die der Apertur der HFE entspricht und ansonsten Nullen. Diese wurde mit einer
zweidimensionalen Gaußfunktion multipliziert. Deren 1/e2–Radius entsprach der Strahltail-
le der elektrischen Feldverteilung des Anregungsstrahls in der hinteren fokalen Ebene des
Beleuchtungsobjektivs. Durch eine zweidimensionale Fouriertransformation dieser Matrix
konnte die Feldverteilung und daraus die Intensita¨tsverteilung im Anregungsfokus berech-
net werden. Analog wurde die PSF des Detektionsobjektivs bestimmt. Hierbei wurde von
einer konstanten Feldverteilung in der hinteren fokalen Ebene ausgegangen.
Die so berechneten Intensita¨tsverteilungen im Anregungsfokus sind in Abb. 4.4 A ohne und
B1 mit Strahlaufweitung in der x–z–Ebene dargestellt. Abb. 4.4 B2 zeigt zum Vergleich die
berechnete PSF eines Detektionsobjektivs mit 20–facher Vergro¨ßerung, einer Brennweite
von 20 mm und einer numerischen Apertur von 0,5. Dies entspricht dem Objektiv das fu¨r
die Daten in Abschn. 6.3 verwendet wurde. Zur besseren Vergleichbarkeit ist die Skala in
den Unterabbildungen B1 und B2 gleich. In diesem Fall ist die z–Ausdehnung des Anre-
gungsfokus kleiner als die z–Ausdehnung der Detektions–PSF, was zu einer Verbesserung
der axialen Auflo¨sung fu¨hrt (Abschn. 2.6).
w0,HFE w0 zr
1.08 mm 2,95µm 54,5µm
4.45 mm 0,8µm 4,8µm
(a)
Objektiv w0 zr
10x, NA 0.3 0,67µm 7,3µm
20x, NA 0.5 0,36µm 2,16µm
40x, NA 0.8 0,28µm 1,27µm
40x, NA 1.15 0,14µm 0,33µm
(b)
Tabelle 4.1: (a) Ausdehnung der Beleuchtungs–Intensita¨tsverteilung, gemessen durch nichtlineare
Anpassung der Intensita¨tskurven fu¨r Gauß–Strahlen und die simulierten Daten. w0,HFE ist der
1/e2–Radius der Beleuchtung, w0 der laterale Radius im Fokus der Beleuchtung und zr die Ray-
leighla¨nge des Beleuchtungsstrahls. (b) Ausdehnung der Detektions–Punktabbildungsfunktion. Die
Kurvenanpassung erfolgte entlang der optischen Achse und entlang der Hauptachsen in der jeweili-
gen Fokusebene.
Eine Liste der simulierten Beleuchtungsaperturen und Detektionsobjektive findet sich in
den Tabelle 4.2a und 4.2b. Tabelle 4.2a fasst die axialen und lateralen 1/e2– Breiten fu¨r
den Beleuchtungsstrahl zusammen. w0,HFE ist der 1/e
2–Radius der Intensita¨tsverteilung
in der HFE des Beleuchtungsobjektivs, jeweils ohne und mit Strahlaufweitung (Abschn.
4.1). 4.2b listet die berechneten axialen und lateralen 1/e2–Radien fu¨r die vier Detek-
tionsobjektive auf, die im Rahmen dieser Arbeit benutzt wurden. Die Halbwertsbreiten
wurden durch nichtlineare Anpassung von Gaußfunktionen an die entsprechenden Inten-
sita¨tskurven entlang der Hauptachsen ermittelt. Es wurden Gaußfunktionen fu¨r Anregung
als auch Detektion angepasst, um diese besser miteinander vergleichen zu ko¨nnen. Um den
Einfluß der Nebenmaxima der Airy–Scheibe der Detektions–PSFs zu minimieren, wurde
die Gaußfunktion nur an das Hauptmaximum zwischen den ersten Minima angepasst.
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4.3.2 Auswirkung des Schlitzdetektors auf die Punktabbildungsfunktion
Objektiv w0,HFE w0 wz
10x, NA 0,3 1.08 mm 0,68µm 2,53µm
10x, NA 0,3 4.45 mm 0,66µm 0,84µm
20x, NA 0,5 1.08 mm 0,36µm 1,80µm
20x, NA 0,5 4.45 mm 0,36µm 0,86µm
40x, NA 0,8 4.45 mm 0,28µm 0,72µm
40x, NA 1,15 4.45 mm 0,14µm 0,34µm
Tabelle 4.2: Ausdehnung der Gesamt–Punktabbildungsfunktion fu¨r unterschiedliche Beleuchtungs-
aperturen und Detektionsobjektive mit konventioneller Detektion.
Die Auswirkung des Schlitzdetektors auf die Punktabbildungsfunktion wurde simuliert, in-
dem ein virtuelles Teilchen in z–Richtung durch den Fokus bewegt und dabei abgebildet
wurde. Die theoretischen Grundlagen zur Berechnung eines Bildes sind in Abschnitt 2.6
beschrieben.
Das Probenvolumen wurde dabei durch eine dreidimensionale Matrix P (i,j,k) simuliert.
Die Matrix–Indizes i,j,k = 1...N entsprachen den Gitterpunkten auf denen sich das Teil-
chen befinden konnte, wobei N die Zeilenzahl des simulierten Bildes war und i,j,k den in
diesere Arbeit verwendeten Koordinaten x,y und z entsprachen. Der Abstand der Gitter-
punkte entsprach der Pixelgro¨ße des simulierten Bildes. Diese Matrix war u¨berall Null und
nur an der Position des Teilchens gleich Eins. In der Regel wurden Volumina simuliert mit
N = 128 oder N = 256 . i = j = k = N/2 + 1 ist die Position, bei der sich das Teilchen bei
x = y = z = 0 befinden wu¨rde, also in der Mitte des Bildes und im Fokus.
Bei einem realen LSFM entsteht das Bild eines Fluorophors, indem dieses durch den geras-
terten Beleuchtungsstrahl angeregt wird. Das Detektionsobjektiv bildet dann diesen fluo-
reszierenden Punkt auf den Detektor ab. Wa¨hrend des Rastervorgangs ist der Kamerachip
aktiv und integriert das auftreffende Fluoreszenzlicht zu einem Bild.
Um das Bild des Teilchens zu simulieren, wurde der Raster– und Integrationsvorgang in
einzelne Schritte aufgeteilt, zwischen denen sich der Beleuchtungsstrahl zeilenweise in dem
simulierten Volumen in y–Richtung bewegt. IB(i,j,k)l wa¨re die Beleuchtungsmatrix, bei
der sich die optische Achse des Anregungsstrahls u¨ber der Detektorzeile mit dem Index
l befindet. Fu¨r jede dieser Strahlpositionen l = 1...N wurde die oben beschriebene Ma-
trix P (i,j,k) mit der entsprechend dreidimensionalen Intensita¨tsverteilung IB(i,j,k)l der
Beleuchtung multipliziert. Die resultierende Matrix wurde daraufhin mit der dreidimen-
sionalen Detektions–PSF ID(i,j,k) gefaltet und so die Bildmatrix B(i,j,k)l berechnet. Die
Untermatrix B(i,j,N/2 + 1)l entsprach dem von der Kamera detektierten Bild, bei Fo-
kussierung des Detektionsobjektiv auf die Beleuchtungsebene. Die Summe dieser fu¨r alle
Strahlpositionen einzeln berechneten Bilder ergab dann das Bild des Teilchens bei konven-
tioneller Epi–Detektion. Der Summe der einzelnen Bilder
∑N
l=1B(i,j,N/2 + 1)l entspricht
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der Integration des detektierten Signals wa¨hrend des Rastervorgangs.
Um konfokale Bilder mit einem Detektorschlitz der Breite 2d + 1 (d = 0...N/2 − 1) Pixel
zu simulieren, wurden auf die einzelnen Untermatrizen B(i,j,N/2 + 1)l eine Schlitzmas-
ken der Breite 2d + 1 entlang der Zeile l angewendet. Diese wird repra¨sentiert durch eine
Matix M(i,j)l = 1 fu¨r j = l − d bis j = l + d und ansonsten gleich Null. Dies setzt al-
le Eintra¨ge der Untermatix B(i,j,N/2 + 1)l außerhalb der Schlitzmaske gleich Null und
la¨sst die Werte innerhalb unvera¨ndert. Dies entspricht dem Fall, dass der aktive Bereich
der Kamera auf 2d + 1 Zeilen beschra¨nkt ist. Die Summe der so modifizierten Matrizen∑N
l=1B(i,j,N/2 + 1)l ·M(i,j)l entspricht dem integrierten, konfokalen Bild. Man beachte,
dass die beiden Matrizen B und M in der Summe elementweise multipliziert werden.
Schlitzbreite [μm]
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Abbildung 4.5: Auswirkung des Schlitzdetektors auf die Radien der Punktabbildungsfunktion w0,x
und w0,y in x– und y–Richtung. Simuliertes Objektiv: 10x, NA 0,3. A Beleuchtung ohne Strahlauf-
weitung, B mit Strahlaufweitung. Darunter ist das Verha¨ltnis von w0,x und w0,y aufgetragen, fu¨r
den Fall, dass sich das abgebildete Teilchen in einem Abstand dz von der Detektions–Fokusebene
befindet. In C ohne Strahlaufweitung und D mit. Die senkrechte, gru¨ne Linie markiert den 1/e2–
Durchmesser des Beleuchtungsstrahls.
4.3 Die Punktabbildungsfunktion des konfokalen LSFM 59
Abbildung 4.5 zeigt die Ausdehnung der resultierenden PSF in der x–y–Ebene in Abha¨ngig-
keit der der Breite des Detektorschlitzes, wenn sich das Teilchen im Fokus befindet (A und
B) und wenn sich das Teilchen in einer Entfernung dz von der fokalen Ebene des Detekti-
onsobjektivs befindet (C und D). In A und C wird die Beleuchtung ohne Strahlaufweitung
simuliert, in B und D mit Strahlaufweitung. Fu¨r die Detektion wurde ein Objektiv mit
zehnfacher Vergro¨ßerung und einer NA von 0,3 simuliert. Berechnet wurde zuna¨chst die ge-
A B









dz = 0 nm
dz = 70 nm
dz = 140 nm
dz = 210 nm
dz = 280 nm
dz = 350 nm































x - Richt g
y - Richtung















Laterale PSF Laterale PSF
dz = 0 nm
dz = 500 nm
dz = 1000 nm
dz = 1500 nm
dz = 2000 nm












x - Richtu g
y - Richtung
C D
Abbildung 4.6: Auswirkung des Schlitzdetektors auf die Radien der Punktabbildungsfunktion w0,x
und w0,y in x– und y–Richtung. Simuliertes Objektiv: 20x, NA 0,5. A Beleuchtung ohne Strahlauf-
weitung, B mit Strahlaufweitung. Darunter ist das Verha¨ltnis von w0,x und w0,y aufgetragen, fu¨r
den Fall, dass sich das abgebildete Teilchen in einem Abstand dz von der Detektions–Fokusebene
befindet. In C ohne Strahlaufweitung und D mit. Die senkrechte, gru¨ne Linie markiert den 1/e2–
Durchmesser des Beleuchtungsstrahls.
samte Punktabbildungsfunktion. Dann wurden die 1/e2–Radien w0,x und w0,y entlang der
Kardinalachsen gemessen. Auf der Abszisse sind die Breiten des Schlitzdetektors aufgetra-
gen. In x–Richtung, also parallel zum Detektionsschlitz, blieb die Punktabbildungsfunktion
unvera¨ndert. Orthogonal hierzu nahm sie jedoch mit kleiner werdendem Detektorschlitz ab.
Es kam somit zu einer Asymmetrie der PSF in der Detektionsebene. Fu¨r den Fall in Abb. 4.5
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A ohne Strahlaufweitung war diese Asymmetrie mit etwa zwei Prozent vernachla¨ssigbar. Im
Fall der Abb. 4.5 B der vergro¨ßerten Beleuchtungsapertur trat diese mit w0,x = 0,66µm
und w0,y = 0,54µm fu¨r eine gegen Null laufende Breite des Detektors jedoch deutlicher
hervor. Die Abbildungseigenschaft in x gleicht somit der eines Epi–Mikroskops und in y
a¨hnelt sie der eines konfokalen Mikroskops. Mit steigendem Abstand dz des Teilchens von
der Fokusebene des Detektionsobjektivs (Abb. 4.5 C) stieg auch die Asymmetrie in x–
und y–Richtung, gemessen durch das Verha¨ltnis w0,x/w0,y. Dieser Effekt war auch im Fal-
le der aufgeweiteten Beleuchtung (Abb. 4.5 D) deutlicher. Die Ausdehnung in y betrug
bei dz= 400 nm nur etwa 80 % der Ausdehnung in x. In jedem Fall konvergierte w0,y mit
gro¨ßer werdendem Detektionsschlitz gegen w0,x. Die Form der System–PSF konvergierte
mit gro¨ßer werdendem Schlitz zur System–PSF des konventionellen LSFM.
A¨hnlich ist das Ergebnis bei der Simulation mit einem 20x–Detektionsobjektiv, das ei-
ne numerische Apertur von 0,5 besaß, Abb. 4.6 A–D. Der Effekt war hier bei minimaler
Schlitzbreite etwas geringer als bei dem 10x–Detektionsobjektiv aus Abb. 4.5. So betrug
hier w0,x = 0,365µm und w0,y = 0,34µm. Die Asymmetrie stieg hier auch mit steigen-
der Entfernung dz des Teilchens. Hier stieg die Asymmetrie w0,x/w0,y bei Verwendung der
gro¨ßeren Beleuchtungsapertur D a¨hnlich wie in C und betrug bei dz=420µm ebenfalls
etwa 0.8.
Zu einem a¨hnlichen Ergebnis bezu¨glich der Konfokalita¨t orthogonal zum Detektionsschlitz
und der steigenden Asymmetrie mit zunehmendem Defokus gelangt man auch bei der Un-
tersuchung der System–PSF eines konfokalen Zeilenscanning Mikroskops, wie es z.B. in
[WKZ06] beschrieben wird.
4.4 Tiefendiskriminierung
Wie im vorigen Abschnitt wurde die Abbildung einer Ebene von Fluorophoren simuliert.
Die Fluorophore wurden schrittweise aus dem Fokus bewegt und dabei abgebildet. Aus
der mittleren Intensita¨t des Bildes bei jedem Schritt konnte auf die Tiefendiskriminie-
rung geschlossen werden. Die mittlere Intensita¨t fu¨r jedes Bild wurde auf die mittlere
Intensita¨t des Bildes normiert, bei dem sich die Teilchenverteilung im Fokus des Detek-
tionsobjektivs befand. Bei einem klassischen Epi–Mikroskop sollte diese Kurve konstant
sein (man stelle sich einen Spiegel vor der durch den Fokus bewegt wird und das Anre-
gungslicht zuru¨ckreflektiert). Durch eine Punkt– oder Schlitzblende kann ein konfokales
Mikroskop einen großen Teil des Fluoreszenzlichts, das von außerhalb der fokalen Ebene
kommt, unterdru¨cken. Diese Tiefendiskriminierung wird bei der Lichtscheibenmikroskopie
durch die selektive Scheibenbeleuchtung erzeugt. Bei einem Anregungsstrahl mit einem Fo-
kusdurchmesser unterhalb der axialen Auflo¨sungsgrenze des Detektionsobjektivs sollte ein
zusa¨tzlicher Effekt durch konfokale Zeilendetektion nur sehr schwach sein. Dies wurde auch
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durch die numerischen Simulationen besta¨tigt. So zeigte sich bei Simulationen mit 10x– und
20x– Detektionsobjektiv keine Verbesserung der Diskriminierungskurve, sowohl mit kleiner
als auch großer Beleuchtungsapertur. Dies traf auch fu¨r die beiden 40x–Detektionsobjektive
und großer Beleuchtungsapertur zu. Einzig fu¨r den Fall einer kleinen Beleuchtungsapertur
und einer sehr hohen Detektionsapertur wie zB. NA=1,15 trat eine signifikante Verbesse-
rung der Tiefendiskriminierung auf. Eine solche Kombination ist in der Praxis jedoch nicht
sinnvoll. Allerdings ko¨nnte das Resultat fu¨r den Fall relevant sein, dass ein hochaperturiger
Beleuchtungsstrahl durch Streuung in der Probe stark deformiert und verbreitert wird.
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Abbildung 4.7: Auswirkung des Schlitzdetektors auf die Beleuchtungshomogenita¨t. Eine Schicht von
Fluorophoren in der Fokusebene wurde simuliert und mit unterschiedlichen Schlitzbreiten abgebildet.
Objektiv: 20x, NA 0,5 Luft. A kleine Beleuchtungsapertur, B große Beleuchtungsapertur. Durch den
Schlitzdetektor wird die Beleuchtungsintensita¨tskurve in der Mitte des Bildes flacher, fa¨llt an den
Ra¨ndern jedoch deutlich ab.
Die Abbildung einer gleichfo¨rmigen Fluoreszenzverteilung wird durch die Intensita¨tsver-
teilung des Beleuchtungsstrahls bestimmt. Wird ein in einer du¨nnen Schicht gleichfo¨rmig
verteilter Fluoreszenzfarbstoff abgebildet, macht sich dies durch ein Abfallen der Inten-
sita¨t zu den seitlichen Bildra¨ndern hin bemerkbar. In der vertikalen Bildrichtung ist das
Bild jedoch deutlich homogener, da durch das Rastern des Strahls wa¨hrend der Bildauf-
nahme jeder Punkt mit einer a¨hnlichen Gesamtintensita¨t beleuchtet wird. Wa¨hrend der
Bildaufnahmedauer wird von der obersten und untersten Pixelzeile der kleinste Anteil der
Intensita¨t detektiert, und von den mittleren Zeilen der gro¨ßte. Im klassischen Fall integriert
jede Bildzeile die gesamte Intensita¨t des u¨ber sie hinwegrasternden Strahls. Wenn die Bild-
aufnahme genau dann startet und endet, sobald die optische Achse des Beleuchtungsstrahls
sich u¨ber den Pixelzeilen am Rand befindet, integrieren diese eine etwas geringere Gesamtin-
tensita¨t. Im konfokalen Fall wird immer der gleiche Bereich des Beleuchtungsstrahls durch
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den Rolling Shutter ausgeschnitten und so ist die Intensita¨tsverteilung im Bild in senk-
rechter Richtung konstant. Eine Ausnahme bilden die Randregionen des Bildes, und zwar
dann, wenn der Rolling Shutter sich gerade o¨ffnet oder schließt. Hierzu wurden Bilder einer
Schicht aus Fluorophoren bei unterschiedlichen Breiten des Detektionsschlitzes simuliert.
Die das Probenvolumen repra¨sentierte Matrix war u¨berall Null und in der mittleren Ebene
u¨berall 1. Abb. 4.7 zeigt die normierte Intensita¨t in der zentralen Spalte dieser Bilder. Je
schmaler der Detektionsschlitz wurde, desto flacher wurden die Intensita¨tskurven.
Kapitel 5
Charakterisierung des Mikroskops
Zur Charakterisierung der optischen und mechanischen Parameter sind einige grundlegende
Messungen erforderlich. Diese werden in diesem Abschnitt pra¨sentiert. Begonnen wird mit
der Messung der Position der HFE des Beleuchtungsobjektivs. Darauf folgt die Messung des
Strahlprofils und die Bestimmung der Genauigkeit der Strahlpositionierung. Zuletzt werden
die praktischen Aspekte der Strahlkalibrierung und der Probenpositionierung untersucht.
5.1 Das Beleuchtungsobjektiv und die Lage der fokalen Ebe-
nen
Abbildung 5.1: Bild des verwendeten Objekts. Der Durchmesser des opaken Kreises betrug 25.33 mm.
Der schwarze Streifen in der Mitte diente als Anhaltspunkt zur Fokussierung.
Damit der Strahl im Bildraum telezentrisch ist, muss der durch das Relaisobjektiv abge-
bildete Scanpunkt in der HFE des Beleuchtungsobjektivs liegen (Abb. 2.2). Bedingt durch
dessen großen Arbeitsabstand befindet sich diese innerhalb des Geha¨uses. Deren Lage konn-
te mittels der Methode zur Brennweitenbestimmung nach Abbe ermittelt werden. Hierbei
wurde ein Objekt definierter Gro¨ße durch das zu vermessende Linsensystem auf einen
Schirm abgebildet. Danach wurde der Abbildungsmaßstab γ als Funktion des Bildabstan-









Abbildung 5.2: Schema des Messaufbaus zur Bestimmung der Lage der Hauptebenen des Beleuch-
tungsobjektivs. Ein Objekt wird von einer Lichtquelle beleuchtet. Das Objektiv bildete dieses auf den
Chip der Kamera ab. Fu¨r unterschiedliche Absta¨nde x wurde die Position der Kamera so eingestellt,
dass eine scharfe Abbildung entstand. Danach wurde der zu x geho¨rende Abstand x’ gemessen.
Rot ist die Brennweite des Objektivs und gru¨n die Position der HFE. Die oben eingezeichneten
Positionen der Hauptebenen entsprechen in etwa deren Positionen im verwendeten Objektiv.
des x′ bei unterschiedlichen Objektabsta¨nden x relativ zu einem beliebigen Bezugspunkt
gemessen. Der Messaufbau bestand aus einer Platte mit einer runden, opaken Aussparung,
die durch das Mitutoyo–Objektiv auf den Chip einer Orca Flash 2.8 abgebildet wurde (Abb.
5.2). Objekt, Objektiv und Kamera wurden beweglich auf einer Metallschiene montiert. Die
Messung des Abbildungsmaßstabes erfolgte durch die Analyse des Bilddurchmessers in den
aufgenommenen Bildern. Die Messung ergab, dass sich die hintere fokale Ebene relativ
zum Bezugspunkt 5 mm innerhalb des Objektivs befand. Die Brennweite des verwendeten
Objektivs betra¨gt 20 mm und der Arbeitsabstand 33,5 mm, was dazu fu¨hrt, dass sich die
Hauptebene h’ vor dem Objektiv befindet.
Die Positionsangaben erfolgten relativ zur objektivseitige Kante des Halters. Ist die Ent-
fernung der gegenstandsseitigen Hauptebene zum Bezugspunkt h und die der bildseitigen
h’, so erha¨lt man aus der paraxialen, geometrische Optik die Gleichungen
x = f(1 + 1/γ) + h (5.1a)
x′ = f(1 + 1/γ) + h′. (5.1b)
f ist die Brennweite des Objektivs und γ die Vergro¨ßerung bei unterschiedlichen Werte-
paaren x und x′. Misst man nun die Abbildungsvergro¨ßerung fu¨r unterschiedliche Werte
x und x′, kann man mittels linearer Regression aus obiger Gleichung die Positionen der
Hauptebenen relativ zum Bezugspunkt berechnen. Die ermittelten Werte betrugen
Da h der objektseitige Abstand der Hauptebene vom Bezugspunkt ist, aber bei dem ver-
wendeten Objektiv rechts vom Bezugspunkt liegt, ist dieser Wert negativ. Des Weiteren
stimmt die gemessene Brennweite mit der Herstellerangabe u¨berein. Mit der Brennweite
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h [mm] h′ [mm] f [mm]
−25.15± 0.005 78.2± 0.2 19.9± 0.2
Tabelle 5.1: Ermittelte Werte fu¨r die Hauptebenen und die Brennweite.
von rund 20 mm befindet sich die hintere fokale Ebene in einem Abstand von etwa 5 mm
innerhalb des Objektivs.
5.2 Detektion der Strahlposition und Kalibrierung des Mi-
kroskops














Abbildung 5.3: A Bei Verschiebung der Beleuchtung in der hinteren fokalen Ebene in x, wird der
Strahl in der x–y–Ebene um den Winkel α gekippt. Dies ist direkt im Bild des Strahls sichtbar. B
Bei Verschiebung entlang der z–Achse wird der Strahl in der x–z Ebene um den Winkel β gekippt.
Dies kann indirekt durch Defokussierung des Bildes ermittelt werden.
Im idealen Fall liegt der Beleuchtungsstrahl bei der Ausgangsstellung des Scanspiegels so,
dass sich der Fokus exakt in der Mitte des Bildes befindet. Die optische Achse verla¨uft pa-
rallel zu den Detektorzeilen und befindet sich innerhalb der Bildfokusebene. In der Realita¨t
ist der Laser, nach Einschalten des Gera¨tes, zur optischen Achse verschoben und gekippt.
Der Grund hierfu¨r ist, dass sich die Ausgangsposition des Lasers nicht exakt in der Mitte
der HFE des Beleuchtungsobjektivs befindet. Abb. 5.3 A zeigt die HFE. Markiert durch
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den orangen Kreis ist die Position des Lasers. Wird dieser hier parallel zur y–Achse ver-
schoben, kippt der Strahl im Probenraum um den Winkel α im Fokus (Abb. 5.3 B). In
gleicher Weise kippt der Strahl in der x–z– Ebene um den Winkel β, wenn er in der HFE
in z–Richtung bewegt wird.
Eine Justage ist aufgrund der Freiheitsgrade und der no¨tigen Genauigkeit schwierig, wes-
halb zu diesem Zweck die durch Aktoren bewegten Justagespiegel M3 und M4 aus Abb.
3.2 verwendet wurden. Der Einfluss der Stellung dieser Spiegel auf die Lage des Anregungs-
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Abbildung 5.4: Schematische Veranschaulichung der Detektion des Strahls und seiner Lage. A Bild
des Laserstrahls bei 40–facher Vergro¨ßerung und mit Strahlaufweitung. B Spaltenweise wird das
Strahlprofil entlang der y–Achse extrahiert und der Mittelpunkt der Intensita¨tskurve ermittelt. C
Y–Positionen der Intensita¨tsmaxima in abha¨ngigkeit der Spaltenzahl, die mittels Gauß–Anpassung
ermittelt wurden, rot. Hieraus la¨sst sich der Kippwinkel α relativ zur optischen Achse ermitteln. D
Tra¨gt man w(x0), den 1/e
2–Radius in Abh a¨ngigkeit von x, gegen x auf und ermittelt das Minimum,
erha¨lt man die x–Position der Strahltaille. Mit der linearen Regression aus C bekommt man die
zugeho¨rige y–Koordinate.
Wa¨hrend der Arbeit mit dem Mikroskop hat sich gezeigt, dass vor jeder Messung eine
Feinkalibrierung durchgefu¨hrt werden musste. Ursache kann die Dejustage mechanischer
Elemente durch Vibrationen sein, was in der Regel auf la¨ngeren Zeitskalen von Tagen von-
statten ging. Deutlicher wurde der Strahlversatz jedoch beim Wechseln unterschiedlicher
Probenku¨vetten. So wurde fu¨r die Kalibrierung eine homogen fluoreszierende Lo¨sung des
Farbstoffes Alexa– Fluor 647 (Life Technologies Corp.) in PBS–Puffer (Phosphate Buffered
Saline), die in eine Probenku¨vette pipettiert wurde, verwendet (vgl. Abb. 3.5). Hiermit
konnte der Anregungsstrahl direkt abgebildet werden (Abb. 5.4 A). Die nach der Kali-
brierung abzubildende Probe befand sich in einer zweiten Ku¨vette, die nun in den Pro-
benhalter eingesetzt wurde. Hier konnten bereits geringe Unterschiede der zwischen den
Ku¨vettenpositionen schon zum Kippen des Strahls relativ zur optischen Achse und zur
Verschiebung des Beleuchtungsfokus in x und y fu¨hren. Bei entsprechend hoher Sorgfalt
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beim Austauschen der Ku¨vette mit der Kalibrationslo¨sung durch die Ku¨vette mit der Pro-
be blieb die zuvor kalibrierte Position des Anregungsfokus im Bildfeld aber weitestgehend
erhalten.
Der computergesteuerte Kalibrierungsprozess wurde in mehrere Schritte unterteilt (Abb.
5.4). Als erstes erfolgte manuell eine grobe Positionierung des Strahls in der Bildmitte,
durch Abbilden mit Hilfe des gelo¨sten Farbstoffes. Hierbei wurde auch eine Minimierung
des Winkels β durch Variation der Winkel um die Achsen A1 und A3 aus Abb. 3.12 durch-
gefu¨hrt. Dazu wurde das Bild des Strahls manuell defokussiert und dabei beobachtet, ob
der Strahl den Fokus gleichma¨ßig entlang der Strahlachse verla¨sst.
Dann wurde die Strahlposition und das Strahlprofil detektiert (Abb. 5.4 A und B). Dabei
wurde entlang jeder Bildspalte mittels der Schwerpunktmethode die Position des Inten-
sita¨tsmaximums ermittelt (BTTcom JH2.vi, Algorithmus u¨bernommen von J. H. Spille).
Diese Methode ist im Vergleich zu einer nichtlinearen Kurvenregression in der Berechnung
deutlich schneller, besitzt allerdings auch eine geringere Genauigkeit. Mit der so ermittelten
groben Kenntnis der Lage der Strahlachse konnte entlang dieser ein schmaler Bildausschnitt
gewa¨hlt werden. Hier wurde dann spaltenweise eine Gaußsche Verteilungsfunktion an das
Strahlprofil angepasst.
Zur Messung des Winkels zwischen Strahl und optischer Achse, wurde eine lineare Regres-
sion an die Position der Intensita¨tsmaxima als Funktion der Pixelspalte durchgefu¨hrt (Abb.
5.4 C).
Die gemessene Strahlbreite als Funktion der Spalte wurde zuna¨chst mit einem gleiten-
den Medianfilter der breite 10 Pixel gegla¨ttet, um durch fehlerhafte Funktionsanpassung
entstandene Außreißer zu eliminieren. Das Minimum dieser Kurve wurde als Position der
Strahltaille verwendet (Abb. 5.4 D).
Der Winkel α wurde zuna¨chst mit Hilfe der durch Aktoren betriebenen Kalibrationsspiegel
durch Variation der Kippwinkel um die Achsen A2 und A4 aus Abb. 3.12 minimiert. Mit
Hilfe des Scanspiegels gx wurde daraufhin der Strahlfokus in die vertikale Bildmitte bewegt.
Zuletzt wurde der Strahl in x–Richtung mit Hilfe des Mikrometer–Stelltisches MT (Abb.
3.2) zentriert. Fu¨r letzteres musste der Brechungsindex–Unterschied zwischen dem Immer-
sionsmedium der Beleuchtung (hier Luft) und dem Probenmedium (BABB oder Wasser)
beru¨cksichtigt werden (Abschn. 3.4).
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5.2.2 Gemessene Rayleighla¨nge und Fokusdicke des Beleuchtungsstrahls
Mit Hilfe der Kalibrationslo¨sung wurde die Ausdehnung des Beleuchtungsfokus bestimmt.
Die Strahlbreiten w0(z) wurden aufgetragen und die theoretische Funktion (2.5) hieran
angepasst, um w0, die Rayleighla¨nge zR sowie die axiale chromatische Verschiebung ∆x0
des Anregungsfokus zu messen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5.2 ohne Aufweitung und in
Tabelle 5.3 mit aufgeweiteter Beleuchtung zusammengefasst. Der gemessene Strahlradius
λexc [nm] w0 [µm] zr [µm] ∆x0 [µm]
640 3,2± 0,3 45± 6 0
532 3,2± 0,3 49± 6 4± 5
488 3,2± 0,3 51± 6 14± 5
Tabelle 5.2: Messungen der Strahlprofile ohne Strahlaufweitung. Die Positionen x0 der Strahltaille
sind relativ zur Position des roten Laserfokus angegeben.
λexc [nm] w0 [µm] zr [µm] ∆x0 [µm]
640 2,3± 0,1 13,7± 2,6 0
532 2,0± 0,1 13± 2,6 4± 5
488 2,2± 0,3 13,7± 2,6 14± 5
Tabelle 5.3: Messungen der Strahlprofile mit Strahlaufweitung. Die Positionen x0 der Strahltaille
sind relativ zur Position des roten Laserfokus angegeben.
w0 von rund 3µm und die Rayleighla¨nge zr von rund 50µm in Tab. 5.2 stimmen mit den
Ergebnissen der wellenoptischen Simulaiton aus Tab. 4.2b u¨berein. Die Messung in Tab. 5.3
ergaben einen zweimal gro¨ßeren Wert fu¨r w0 und zR als die wellenoptischen Simulationen
aus 4.2b. Grund hierfu¨r ist vorwiegend die spha¨rische Aberration aufgrund der gro¨ßeren
Beleuchtungs–Apertur.
∆x0 ist der Abstand der Beleuchtungsfoki entlang der Beleuchtungsachse, zwischen den
Wellenla¨ngen 640 nm und 532 nm sowie zwischen den Wellenla¨ngen 640 nm und 488 nm.
Die gemessenen Werte von jeweils 4 ± 5µm und 14 ± 5µm entsprechen dem mittels Ray-
tracing berechneten chromatischen Fehler von jeweils 2µm und 12µm zwischen diesen
Wellenla¨ngen (Abb. 4.3).








Abbildung 5.5: Skizze zur Be-
rechnung der Fokusverschie-
bung bei einer Feldkru¨mmung
mit Radius R.
Im Idealfall herrscht zwischen dem Abstand d des Beleuch-
tungsstrahls zur optischen Achse und dem Auslenkungswinkel
θ des Scanspiegels ein linearer Zusammenhang (Abb. 2.2).
Chromatische Fehler, Feldkru¨mmung und Verzeichnung las-
sen das System von diesem idealen Verhalten abweichen. Zu-
sammen mit der Positionierungsgenauigkeit von Scanspiegeln
und Schrittmotoren der mechanischen Komponenten wird
dann die tatsa¨chliche Strahlposition in einer optisch homoge-
nen Probe bestimmt. Axiale und laterale chromatische Feh-
ler ko¨nnen bei Aufnahmen mit unterschiedlichen Fluores-
zenzfarbstoffen problematisch werden, da die Fokuspositio-
nen bei unterschiedlichen Wellenla¨ngen voneinander abwei-
chen ko¨nnen. Feldkru¨mmung oder auch Petzval–Kru¨mmung
lassen den Fokus beim Rastern auf einer kreisfo¨rmigen Tra-
jektorie laufen, die durch den Petzvalradius parametrisiert wird. Bildfeldverzeichnung fu¨hrt
schließlich zu einem nicht mehr linearen Zusammenhang zwischen dem Winkel des Scan-
spiegels und der Auslenkung des Fokus (Abschn. 2.7). Zu den optischen Fehlern addieren
sich die Ungenauigkeiten der mechanischen Bauteile.
Der Scanspiegel hat laut Hersteller eine Genauigkeit von δθ = 15µrad (0,0008 ◦), hin-
ter dem Relaissystem mit einer Vergro¨ßerung von 1,8 liegt der Strahlauslenkungsfehler
dann bei δθ = 8.3µrad. Um dies zu Verifizieren wurde die Spannung an der Scanspiegel–
Steuerungseinheit ausgelesen, die die aktuelle Spiegelposition anzeigt. Hierzu wurde der
Analogeingang AI1 in Abb. 3.10 verwendet. Dies geschah fu¨r Positionswerte zwischen +10 V
und −10 V. Im Bereich von ±2 V um den Ruhepunkt zeigte sich eine mittlere Abweichung
der Position von 0,001 V von der Eingestellten. Der Konversionsfaktor von Spannung zu
Spiegelwinkel betrug 1 ◦/1 V.
Ist θ der Auslenkungswinkel in der HFE des Beleuchtungsobjektivs, so gilt fu¨r den Strahl-
abstand d von der optischen Achse und dessen Fehler ∆d
d = f tan θ ∆d = f(tan2θ + 1)∆θ (5.2)
Bei einer Brennweite von f = 20 mm fu¨hrt dies aufgrund der oben gemessenen Genauigkeit
der Spiegel–Position zu einer Positionierungsfehler von 0.166µm. Zum Vergleich betra¨gt
die Pixelgro¨ße bei Detektion mit zehnfacher Vergro¨ßerung 0.65µm und bei 40–facher Ver-
gro¨ßerung 0.162µm. Die durch die Spiegelposition erzeugte Abweichung entspricht somit
maximal der Gro¨ße eines Bildpixels und liegt deutlich unterhalb des gemessenen, minima-
len 1/e2–Strahlradius von 2,2µm (Tab. 5.3).
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Die Berechnung durch Zemax ergab weiterhin, dass die Petzval–Kru¨mmung im Fokus des
Beleuchtungssystems einen Radius von 34,4 mm aufweist. Die daraus resultierende Ver-
schiebung des Fokus in Abha¨ngigkeit des Spiegel–Auslenkungswinkels kann mit Hilfe von
Abb. 5.5 berechnet werden und betra¨gt
x = R− R√
1 + tan2 θ
. (5.3)
x ist fu¨r den oben genannten Radius gleich 20,9µm bei einem Auslenkungswinkel von 2 ◦. In
dieser Gro¨ßenordnung lag die Scanamplitude, wenn das 10x–Detektionsobjektiv verwendet
wurde.
Die Raytracing–Analyse ergab, dass die zusa¨tzliche f–θ–Verzeichnung durch das optische
Relais bei einem Auslenkungswinkel von 2 ◦ bei etwa 0.05 % liegt. Dies bedeutet, dass die
Abweichung von der Bedingung d ∝ θ 0,05µm pro 100µm Strahlauslenkung d betra¨gt.
Schließlich fu¨hrt der axiale chromatische Fehler zu einer maximalen Fokusverschiebung von
12,4µm zwischen 488 nm und ca. 640 nm, Abb. 4.3. Der chromatische Fokusdrift in y liegt
bei 0,4µm fu¨r eine Scanamplitude von 2 ◦. Die hier getroffenen U¨berlegungen beziehen sich
auf die durch das Scanrelais erzugten Fehler unter der Annahme eines ideal Beleuchtungs-
objektivs.
5.2.4 Gemessene Strahl–Positionierungsgenauigkeit und Linearita¨t der
Strahlbewegung
Die Zeile, bei der sich der Strahlfokus bei unterschiedlichen Scanspiegelspannungen befand,
wurde gemessen. Eine lineare Regression dieser Daten zeigt die Verschiebung des Strahls pro
Volt Spiegelspannung. Aus der Differenz der gemessenen Strahlpositionen und der linearen
Kurve erha¨lt man die Abweichung von der idealen Scankurve. Vor Beginn der Aufnahme
wurde der Strahl zuna¨chst so kalibriert, dass er u¨ber der mittleren Bildzeile lag. Daraufhin
wurden 100 Strahlpositionen entlang des Scankurve aufgenommen. Die maximale Spiege-
lauslenkung betrug dabei 1,85 V und die Schrittweite 0.037 V. Dieser Vorgang wurde mit
jedem der drei Anregungslaser durchgefu¨hrt.
Fu¨r λexc = 640 nm wurde die Scankurve zehn mal aufgenommen und die ermittelten Stei-
gungen gemittelt, um systematische Abweichungen von der idealen Gerade und stochasti-
sche unterscheiden zu ko¨nnen. Fu¨r den roten Laser ergab die Messung eine Gerade mit der
Steigung von 539,3± 0,1 px/V bzw. 1,85 · 10−3 V/px. Ein Volt Spiegelspannung entspricht
hierbei einem Spiegelwinkel von einem Grad.
Abbildung 5.6 zeigt die U¨berlagerung von zehn hintereinander aufgenommenen Scankur-
ven. Das Rauschen der Kurven entspricht der Wiederholungsgenauigkeit bei der Strahl-
position. Deutlich gro¨ßer sind die systematischen Abweichungen in Form einer Oszillation
mit einer Amplitude zwischen 2 und 3 Pixeln. Die Steigungen fu¨r λexc. = 532 nm betrug




















Abbildung 5.6: U¨berlagerung der Differenz von Strahlposition und angepasster Regressionsgerade
von zehn Scankurven. Auffa¨llig ist eine Oszillation der Strahlposition mit einer Amplitude von ca.
2 bis 3 Pixeln (1,3µm–2µm). λexc = 640 nm, Pixelgro¨ße 0,65µm. Jede Farbe steht fu¨r jeweils eine
Messung.
538,7± 0,1 px/V und fu¨r λexc. = 488 nm 539,2± 0,1 px/V. Die Strahlposition ist demnach
nahezu unabha¨ngig von der verwendeten Wellenla¨nge, was in U¨bereinstimmung mit dem
geringen lateralen chromatisch Fehler der Beleuchtung ist (Abschn. 5.2.3).
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5.3 Anpassen der Scanebene
Ist die Scanebene nicht flach oder ist sie relativ zur Detektionsebene gekippt, tritt Defokus
an den a¨ußeren Bildra¨ndern auf (Abb. 5.7). Die Kompensation eines solchen Fehlers erfolgte
mit Hilfe des Scanspiegels gy (Abb. 3.4). gx und gy wurden hierzu synchron bewegt. Die
Spannungskurve fu¨r gy war hierbei ebenfalls linear. Steigung und Amplitude wurden vorher
gemessen. Hierzu wurde der Strahl zuna¨chst in der Bildmitte zentriert und fokussiert. Dann
wurde der Scanspiegel gx an 15 Positionen auf der Rasterkurve gesetzt. Durch Variation
der Position gy wurde der Strahl im Bild refokussiert. Somit konnte eine Kurve fu¨r die
Positionen von gy in Abha¨ngigkeit der Positionen von gx ermittelt werden. Die Anpassung




Abbildung 5.7: Mo¨gliche Formen einer deformierten Scanebene relative zur Detektionsebene (grau).
Links: Die Scanebene ist gekru¨mmt. Rechts: Die Scanebene ist relative zur Detektionsebene gekippt.
5.4 Optimierung der Synchronisation von Beleuchtung und
Rolling Shutter
Die Synchronisation zwischen Beleuchtungsstrahl und Kamera konnte mit Hilfe der Kali-
brationslo¨sung u¨berpru¨ft und optimiert werden. Die Phase zwischen der Spannungskurve
und dem Auslo¨sesignal der Kamera konnte hierzu in Schritten von einzelnen Samplingpunk-
ten vera¨ndert werden (Abschn. 3.7). Lag der Strahl nicht exakt u¨ber dem Rolling Shutter,
fu¨hrte dies insbesondere bei einem schmalen Detektorschlitz zu einem Intensita¨tsabfall im
Bild. Um die optimale Phase zu bestimmen, wurden mehrere Bilder aufgenommen. Dabei
wurde die Phase schrittweise vera¨ndert und die Intensita¨t im Zentrum des Bildes gemessen.
Bei der optimalen Synchronisation war die Intensita¨t maximal (Abb. 5.8). Je nach Breite
des Detektionsschlitzes, verwendeter Objektivvergro¨ßerung und Pixelintegrationszeit muss-
ten unterschiedliche Werte fu¨r den Signalversatz verwendet werden, die im Voraus bestimmt
wurden. Die praktische Erfahrung hat zudem gezeigt, dass eine nachtra¨gliche U¨berpru¨fung
der Synchronita¨t in der Probe mo¨glich war.
Wurde die Breite des Detektors gro¨ßer als der 1/e2–Durchmesser des Strahlfokus eingestellt,
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dann wurde die Phase zwischen den Signalen gleich der halben Zeilenbreite des Detekti-
onsschlitzes gesetzt.
Der dunkle Streifen in Abb. 5.8 entspricht der Position des Anregungsfokus wa¨hrend des
Rasterns. Die dicke des Fokus liegt hier unterhalb der z–Ausdehnung der Detektions–PSF.
Das Volumen in dem hier Fluoreszenz angeregt wird ist kleiner als in den links und rechts
unmittelbar angrenzenden Bereichen, in denen der Strahl konvergiert oder divergiert. So-
mit befinden sich in der Bildmitte weniger angeregte Fluorophore innerhalb des Volumens
der Detektions–PSF als in den angrenzenden Bereichen.
Abbildung 5.8: Um die Synchronisation zu optimieren, wurden Aufnahmen der Kalibrationslo¨sung
mit gescanntem Strahl gemacht. Variiert wurde die Phase zwischen dem Auslo¨sesignal der Kamera
und der Scankurve. Die Phase, bei der die Intensita¨t im Zentrum des Bildes maximal war, wurde als
optimal fu¨r die Synchronisation gewa¨hlt. Die Zahl unten rechts ist die Phasendifferenz der beiden
Signale gemessen in Scankurven–Sampling–Punkten. Die beste Synchronisation liegt hier bei einer
Differenz von 21 Sampling–Punkten.
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5.5 Kompensation des Defokus wa¨hrend der Probenpositio-
nierung
Bei Verwendung von Luftobjektiven wie dem Mitutoyo–Objektiv kommt es beim Bewegen
der Probe aufgrund der unterschiedlichen Brechungsindizes von Luft und Probenmedium
zu Defokus. Fu¨hrt man eine Translation der Probenkammer in x–Richtung aus, bewegt
sich der Beleuchtungsfokus im Bild in die entgegengesetzte Richtung (Abschn. 3.4). Der
theoretisch berechnete Korrekturfaktor wurde durch Messungen u¨berpru¨ft.
5.5.1 Quantifizierung des Beleuchtungs–Defokus
Der nicht aufgeweitete Strahl wurde in Kalibrationsmedium mit dem 10x Luftobjektiv
abgebildet. Die Probenkammer wurde in Schritten von 100µm in x verschoben. Dabei wur-
de die Position der Strahltaille gemessen (Abschn. 5.2.1). Im zweiten Schritt wurde der
Beleuchtungsstrahlengang mit Hilfe des Mikrometer–Stelltisches in Schritten von 100µm
verschoben. Die Auswertung der Daten ergab, dass der Beleuchtungsarm um −0,26µm
±0,03µm pro µm Probentranslation in x bewegt werden musste, um den Defokus zu kor-
rigieren.
5.5.2 Quantifizierung des Detektions–Defokus
Die Probenkammer wurde 20 Mal in Schritten von 20µm entlang z verschoben. Das Bild
des Strahls wurde dabei durch Variation des Abstandes zwischen Probenkammer und De-
tektionsobjektiv mit Hilfe des PIFOC refokussiert. Aus der Kurve der PIFOC–Position
als Funktion der z–Position der Probenkammer wurde der Korrekturfaktor durch lineare
Regression bestimmt. Die Messung ergab, dass der PIFOC um −0,249µm ±0,001µm pro
µm Probenverschiebung bewegt werden musste. Diese Kalibrationsmessung lieferte ein ge-
naueres Ergebnis als die Quantifizierung des Beleuchtungs–Defokus, da die Fokussierung
des Bildes des Gaußstrahls genauer war als die Messung der Position der Strahltaille.
5.5.3 Weitere Quellen fu¨r Defokus
Bei Aufnahmen ausgedehnter Proben, bei denen die Probenku¨vette um einen bis mehre-
re Millimeter in x oder y verschoben wurde, fiel auf, dass zusa¨tzliche Unscha¨rfeartefakte
auftraten. Grund hierfu¨r war, dass der Abstand zwischen Probenku¨vette und Objektiv
bei der Probentranslation nicht konstant blieb. Abb. 5.9 zeigt die gemessene Strahltaille,
wa¨hrend der Probenhalter in y–Richtung verschoben wurde. Die Position des Strahls war
dabei konstant. Deutlich ist zu erkennen, dass nach etwa zwei Millimetern Probentransla-
tion der Strahl sich signifikant aus dem Fokus herausbewegte, da nun w0 gro¨ßer wurde. Ein
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Abbildung 5.9: Messung des Strahlradius bei Verschiebung des Probenhalters in y um insgesamt
8 mm, in Schritten von 50µm. Die Strahldicke bleibt bei einer Verschiebung von 1 mm in etwa
konstant, la¨uft dann aber aus dem Fokus. Grund hierfu¨r ist vermutlich, dass sich der Abstand
zwischen Probenkammer und Luftobjektiv vera¨ndert.
a¨hnlicher Effekt wurde fu¨r die Bewegung der Probe in x–Richtung beobachtet. Refokussie-
rung mittels PIFOC ergab, dass die Entfernung zum Ku¨vettenboden in der Gro¨ßenordnung
von etwa 25µm pro mm Probentranslation zunahm.
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5.6 Quantifizierung des konfokalen Effekts
5.6.1 Die Auswirkung des Spaltendetektors auf die Punktabbildungs-
funktion
Um die Auswirkung des konfokalen Schlitzdetektors zu untersuchen wurden fluoreszenz-
markierte Polystyrenkugeln (TetraSpeck microspheres, Thermo Fisher Scientific Inc.) mit
einem Durchmesser von 100µm zusammen mit nicht markierten Polystyrenkugeln (Poly-
bead Microspheres, Polysciences, Inc.) mit 50 nm Durchmesser in ein Agarosegel eingebettet
und dreidimensional abgebildet. Die unmarkierten Kugeln dienten dazu, den Streukoeffizi-
enten der Probe zu erho¨hen.
Die Messung der PSF erfolgte mit MATLAB. Die einzelnen Mikrospha¨ren wurden in den
Bildern hierzu manuell ausgewa¨hlt und um sie herum eine dreidimensionale Matrix ausge-
schnitten. Daraufhin erfolgte eine Anpassung einer dreidimensionalen Gaußfunktion an die
Intensita¨tsverteilung entlang der Kardinalachsen. Die Intensia¨tskurven wurden zusa¨tzlich
grafisch dargestellt und Kurven mit doppelten Intensita¨tsmaxima, die von Teilchenaggre-
gaten stammen, wurden verworfen, um die Analyse nicht zu verfa¨lschen. Die Resultate der









































Abbildung 5.10: Messung des Auflo¨sungsvermo¨gens bei λexc. = 633 nm in Abha¨ngigkeit des Rolling
Shutters. Links 10x Objektiv , NA 0,3 (Luft), rechts 40x., NA 1,15 (Wasser), mit Strahlaufweitung.
Pro Datenpunkt wurden 20–30 Bilder von fluoreszierenden Mikrokugeln untersucht. Die
Punkte zeigen die gemessenen Mittelwerte und die Fehlerbalken deren Standardabweichung.
Die Aufnahmen fanden in einer Tiefe von etwa 500µm in der Probe statt. Gemessen wur-
den die 1/e2–Radien entlang der drei Hauptachsen als Funktion der Schlitzdetektor–Breite.
Die Breite des Detektors ist in Einheiten des theoretischen 1/e2–Durchmessers des Beleuch-
tungsstrahls dargestellt. Im Fall des 10x–Objektivs blieben wx und wy unvera¨ndert bei etwa
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1,8µm und beim 40x–Objektiv bei etwa 0,4−0,5µm. In z–Richtung deuten die Daten einen
gewissen Abwa¨rtstrend bei kleiner werdendem Rolling Shutter an. So verringert sich w0,z
von 4 µm auf w0,z = 3 µm im Falle des 10x–Objektivs und von 1,3 µm auf w0,z = 1 µm im
Falle des 40x–Objektivs.
Eine Asymmetrie in lateraler Richtung, wie sie in Abschn. 4.3.2 festgestellt wurde, ist auch
bei sehr kleinen Detektorbreiten nicht zu erkennen. Grund hierfu¨r ist vermutlich die relativ
hohe Streula¨nge der Probe, die mittels Mie–Streutheorie berechnet werden kann. Fu¨r die
Herstellung der Probe wurde 100µl der Stammlo¨sung der unmarkiertern Polysterenkugeln
zu 200µl Agaroselo¨sung (1,2 % Agarose in PBS–Pufferlo¨sung) gegeben. Nach Hersteller-
angaben ist die Teilchenkonzentration 3,64 · 1014 Teilchen pro ml Stammlo¨sung. Daraus
folgt eine Teilchenkonzentration von 121 Teilchen pro µm3. Der Brechungsindex von Poly-
styren betra¨gt 1,59 und von Wasser 1,33. Mit diesen Daten wurde der Streukoeffizient der
Probe berechnet (Mie Scattering Calculator, Scott Prahl, Oregon Medical Laser Center,
Oregon Health and Science University) und betra¨gt 0,11 mm−1. Somit ist die mittlere freie
Wegla¨nge in diesem Fall etwa 9 mm und vergleichsweise groß im Vergleich zur Abbildungs-
tiefe von 500µm und auch groß zu typischen Streula¨ngen in biologischem Gewebe, die in
der Gro¨ßenordnung von 100µm liegt ([BEJ+95]). Der Streukoeffizient ko¨nnte durch Ver-
wendung von unmarkierten Teilchen mit einer ho¨heren Konzentration erho¨ht werden oder
durch Verwendung von gro¨ßeren Partikeln. Letzteres wu¨rde jedoch auch die Streuasymme-
trie aufgrund der Mie–Streuung erho¨hen.
Auffallend sind die mit gro¨ßer werdendem Detektorschlitz zunehmende Standardabwei-
chung der Messungen. Dies ist vermutlich auf das zunehmende SRV und den schlechter
werdenden Kontrast zuru¨ckzufu¨hren (Abschn. 5.6.2).
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5.6.2 Verbesserung von Kontrast und Signal zu Rausch Verha¨ltnis
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Abbildung 5.11: A Messung des Kontrastes mittels fluoreszierender Mikrokugeln bei unterschiedli-
chen Rolling Shutter Breiten. Links fu¨r das 10x Objektiv mit NA 0,3, rechts fu¨r das 40x Objektiv mit
NA 1,15. Die Farben entsprechen den Anregungswellenla¨ngen: Rot = 640 nm, gru¨n = 532 nm, blau =
488 nm. Konv. steht fu¨r den konventionellen Fall bei vollsta¨ndig aktivierter Kamera. B Ergebnis der
Messung des SRV fu¨r unterschiedliche Breiten des Rolling Shutters. Bei kleiner werdenden Rolling
Shutter Breiten nimmt das SRV zu. Es erreicht ein Maximum, wenn die Go¨ße des Detektorschlitzes
in etwa dem Durchmesser des Beleuchtungsstrahls entspricht.
Eine a¨hnliche Probe in Agarose immobilisierter rot fluoreszierender Polystyren–Mikrokukeln
(Molecular Probes) mit einem Durchmesser von 200 nm wurde verwendet, um die A¨nderung
von Kontrast und Signal zu Rausch Verha¨ltnis (SRV) bei unterschiedlichen Breiten des
Schlitzdetektors zu untersuchen. Um den Streukoeffizienten zu erho¨hen, wurde Agarose di-
rekt zu 1 ml der Stammlo¨sung derselben unmarkierten Kugeln aus Abschn. 5.6.1 gegeben.
Dieser betrug nun aufgrund der dreifach ho¨heren Konzentration nichtmarkierter Teilchen
0,33 mm−1 und die mittlere freie Wegla¨nge somit 3 mm. Aufgenommen wurden z–Stapel
mit einer Dicke in z von 50µm und einer Schrittweite von 1µm. Der Kontrast wurde ge-
messen, indem aus jeweils einer abgebildeten Ebene in der Probe zwischen 10 und 20 Bilder
von fluoreszierenden Teilchen manuell ausgewa¨hlt wurden. Dabei wurde darauf geachtet,
dass die Teilchen in etwa gleich hell waren, um die Varianz der Ergebnisse durch unter-
schiedlich helle Partikel zu minimieren, da die Teilchen nicht monodispers waren und dazu
neigten, Aggregate zu bilden. An die ausgewa¨hlten Bilder der Teilchen wurde eine zwei-
dimensionale Gaußfunktion angepasst, um den Einfluss des Bildrauschens zu verkleinern,
und der Kontrast nach Gleichung (2.29) berechnet. Dabei war Imax gleich der Summe aus
Amplitude und Offset der angepassten Gaußfunktion und Imin gleich dem Offset. Das SRV
wurde nach I/∆I fu¨r jedes Teilchenbild berechnet. I war dabei die Amplitude der ange-
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passten Gaußfunktion und ∆I die Standardabweichung der Intensita¨t in einem Bildbereich
ohne Fluoreszenzsignal. Die Daten wurden in einer Probentiefe von 500µm aufgenommen.
Verwendet wurde ein 10x Luftimmersion–Objektiv ohne Strahlaufweitung. Die Anregungs-
wellenla¨nge betrug 640 nm.
Um die Vergleichbarkeit der Daten mit unterschiedlichen Detektorbreiten zu gewa¨hrleisten,
wurden die Belichtungszeiten bei einer Schlitzbreite kleiner als der Beleuchtungsstrahl-
durchmesser konstant gehalten. Dies fu¨hrte zu einer la¨ngeren Rasterzeit, kompensierte je-
doch die geringer werdende detektierte Intensita¨t bei kleineren Schlitzbreiten.
War der Detektor gleich oder breiter als der Strahldurchmesser 2w0, so wurde die Belich-
tungszeit entsprechend erho¨ht. Verdoppelt sich zum Beispiel die Breite des Detektorschlit-
zes bei gleichbleibender Belichtungszeit, so verdoppelt sich auch die Geschwindigkeit des
Rolling Shutters. Grund ist, dass ein Rolling Shutter mit einer Breite von N Zeilen auch N
Zeilen wa¨hrend tBel. u¨berstreichen muss. Erho¨ht sich dessen Breite, erho¨ht sich auch die
Zeilenzahl, die in dieser Zeit aktiviert und ausgelesen werden muss. Die aktive Region und
somit der Strahl bewegen sich proportional zur Schlitzbreite schneller. Die Anpassung der
Belichtungszeit gewa¨hrleistete, dass die Verweildauer der Strahlachse u¨ber jeder Pixelzeile
auch bei breiteren Detektorschlitzen gleich blieb.
Abb. 5.11 A zeigt den Kontrast als Funktion der Breite des Detektionsschlitzes. Letzteres
ist in Vielfachen des Strahldurchmessers W0 = 2w0 angegeben. Jeder Datenpunkt zeigt
den u¨ber die unterschiedlichen Mikrokugeln gemittelten Wert und die Fehlerbalken dessen
Standardabweichung. Mit gesamt wird der Fall bezeichnet, dass der gesamte Chip aktiv
ist. Hier ist der Kontrast mit 0,6 am geringsten. Mit kleiner werdendem Rolling Shutter
steigt der Kontrast und erreicht bei einer Breite von 2–4W0 einen maximalen Wert von
etwa 0,85, also eine Verbesserung von fast 50 %. Die gro¨ßeren Fehlerbalken bei gro¨ßerem
Rolling Shutter sind durch Zunahme des SRV zu erkla¨ren und sind ein weiteres Indiz fu¨r
die schlechter werdende Bildqualita¨t. Der Grund hierfu¨r liegt vermutlich darin, dass die
fu¨r die Analyse durchgefu¨hrte nichtlineare Kurvenanpassung weniger verla¨ssliche Resultate
lieferte.
Abb. 5.11 B zeigt das Ergebnis der Messung des Signal zu Rausch Verha¨ltnisses (SRV) als
Funktion von W0. Im konventionellen Fall betrug das SRV etwa 50 und steigt mit kleiner
werdendem Rolling Shutter an. Es erreicht ein Maximum fu¨r W0 zwischen 1 und 4 bei
einem SRV von 200 Dies ist eine Verbesserung um das Vierfache.
Ein Grund hierfu¨r ist der verbesserte Kontrast. Insbesondere wird jedoch die Zeit, in der
ein Pixel aktiv ist aber kein spezifisches Fluoreszenzsignal detektiert, im konfokalen Modus
signifikant verku¨rzt. Damit wird das Dunkelrauschen, dass einen goßen Anteil am Bildrau-
schen ausmacht, deutlich verringert.











Abbildung 5.12: A Bilder von zwei fluoreszierenden Partikeln (Pfeile), vermutlich Aggregate von
fluoreszierenden Mikrokugeln, aufgenommen mit einer Detektorschlitzbreite von 2 Pixeln und einer
Belichtungszeit von 5 ms. Die Partikel erscheinen entlang der x–Richtung verschmiert. Dies ist auf
Streulicht zuru¨ckzufu¨hren, das parallel zum Schlitzdetektor einfa¨llt. B veranschaulicht, wie dieser
Effekt zustande kommt. Das gesamte Streulicht trifft auf den Detektor (rot) und u¨berlagert das Bild
des Teilchens, dass durch die PSF bestimmt wird (blau). Der Schlitzdetektor (schwarzes Rechteck)
filtert nun den Großteil des Streulichts heraus, so dass nur der gru¨n markierte Bereich detektiert
wird.
5.6.3 Residuelles Streulicht
Hier sei noch ein wichtiger Effekt erwa¨hnt, der bei Verwendung eines besonders schma-
len Detektionsschlitzes auftritt und zu einer in Beleuchtungsrichtung verzerrten Abbildung
fu¨hren kann. Beispielhaft hierfu¨r ist in Abb. 5.12 A ein vergro¨ßerter Ausschnitt eines Bildes
der Probe aus Abschn. 5.6.2 abgebildet. Das Bild wurde mit dem 10x, NA 0,3 Luftimmer-
sionsobjektiv aufgenommen, wobei der Detektorschlitz mit einer Breite von 2 Pixeln sehr
schmal eingestellt wurde. Zu sehen sind zwei besonders helle Teilchenaggregate (durch Pfei-
le markiert).
Die Bilder der Teilchen scheinen in x–Richtung verzerrt zu sein. Dies ru¨hrt vermutlich je-
doch nicht von einer optischen Abberation des Systems, sondern von Streulicht, dass sich
parallel zum Rolling Shutter ausbreitet und deshalb detektiert wird. Abb. 5.12 B veran-
schaulicht das Zustandekommen dieses Effekts. Das ungesto¨rte Bild eines punktfo¨rmigen
Teilchens, welches durch ballistische Photonen erzeugt wird, ist in blau dargestellt und ent-
spricht der PSF des Systems. Das auf den Detektor treffende Streulicht ist durch den roten
Kreis dargestellt und wu¨rde zu einer kreisfo¨rmigen, isotropen Verwaschung der Abbildung
fu¨hren. Durch den Detektionsschlitz wird ein Großteil des Streulichts blockiert. Ein restli-
cher Streulichtanteil, der sich in dem gru¨n markierten Bereich befindet, wird nach wie vor
detekriert und erzeugt die eindimensionale Verwaschung, die in A zu erkennen ist.
Kapitel 6
Biologische Anwendungen
Um die Vorteile der konfokalen Lichtscheiben–Fluoreszenzmikroskope gegenu¨ber dem kon-
ventionellen LSFM–Detektionsschema auch in der Anwendung zu demonstrieren, wurden
drei unterschiedliche biologische Systeme untersucht. Das Erste ist ein Embryo–Mausgehirn,
das durch Behandlung mit BABB (1:2 Benzyl Alkohol und Benzyl Benzoat) optisch homo-
genisiert wurde. Es wurde von Dr. Gabriela Oana Bodea, aus der Arbeitsgruppe von Dr.
Sandra Blaess, Life & Brain Center, Universita¨t Bonn, pra¨pariert und uns zur Verfu¨gung
gestellt. Dieses biologische System wird in der Entwicklungsbiologie verwendet, um un-
Abbildung 6.1: A Sagittale Mikro–CT Aufnahme des Kopfes eines Mausembryos im Embryonalsta-
dium E 14.5. Das ventrale Mittelhirn mit dopaminergen Neuronen–Clustern ist in Gru¨n markiert
(modifiziert aus [WDW+12]). B Schematische Darstellung eines Mausembryo–Gehirns in sagittaler
Ansicht. A1 – A16 bezeichnen Cluster dopaminerger Neuronen. Die in dieser Arbeit untersuchten
Regionen sind A9 (Substantia Nigra, SN) und A10 (Area tegmentalis ventralis, ATV) ([BD07]). p1
– p 3 Prosomere 1–3. Der gru¨ne Pfeil zeigt die Richtung aus der die Fluoreszenzanregung erfolgte,
und der Rote die Richtung der Detektion. Um die Abbildungstiefe zu reduzieren wurde der Teil des
Gehirns rostral von der gestrichelten Linie abgeschnitten. Die gestrichelte, orange Linie zeigt die in
dieser Arbeit abgebildete Region.
ter anderem die Entwicklung von neuronalen Netzen zu untersuchen. Insbesondere ist die
Entwicklung und Funktion von Netzwerken dopaminerger Neuronen von Interesse, die fu¨r
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Abbildung 6.2: A Darstellung der C. tentans Larve und der Speicheldru¨se. Eine Dru¨se besitzt etwa
10–20 Dru¨senzellen. ([Wie94]), B Die Speicheldru¨se wurde aus der Larve entnommen. Bei der
Abbildung des Zellkerns blieb die Dru¨se intakt, so dass das Fluoreszenzlicht eine Strecke von rund
100µm passieren musste ([RVV+10]).
Belohnungsverhalten und Kognition verantwortlich sind. Degeneration und Dysfunktion
des dopaminergen Systems fu¨hren zu neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Par-
kinson, Schizophrenie und Morbus Alzheimer. Zur Veranschaulichung zeigt Abb. 6.1 A eine
sagittale Mikro–CT Aufnahme eines Mausembryo–Kopfes am embryonischen Tag E14.5. In
gru¨n ist das ventrale Mittelhirn markiert, in dem sich die dopaminergen Neuronencluster
der Substantia Nigra (SN) A9 und der Area tegmentalis ventralis (ATV) A10 befinden.
Abb. 6.1 B zeigt einen schematischen, sagittalen Schnitt durch das Mausembryo–Gehirn.
Die gru¨nen Bereiche sind Regionen mit dopaminergen Neuronen. Diese Regionen wurden
zuerst in [DF64] beschrieben und mit den Bezeichnungen A1 – A16 versehen.
Die zweite Probe war die Speicheldru¨senzelle von Chironomus tentans (dt. Zuckmu¨cke),
pra¨pariert und zur Verfu¨gung gestellt von Tim Kaminski. Im Larvenstadium besitzt diese
eine Speicheldru¨se mit einer La¨nge von 1,5 mm, einer Breite von 0,75 mm und einer Ho¨he
von 0,15 mm. Die Dru¨se besteht aus 30–40 Zellen mit einem Durchmesser von bis zu 200µm,
die wiederum einen Zellkern mit einem Durchmesser von etwa 75µm aufweisen ( [Vei11]).
Aufgrund Ihrer ausgedehnten Zellkerne sind diese Zellen ein prominentes Modellsystem zur
Untersuchung der Dynamik von mRNA und eignen sich gut fu¨r die Fluoreszenzmikrosko-
pie.
Die Polyta¨nchromosomen dieser Zellen bilden ein gut sichtbares Bandenmuster ([WG95]).
Aus der Struktur des Bandenmusters kann auf den vorherrschenden Faltungszustand des
DNA–Abschnitts geschlossen werden. So ko¨nnen optisch dichte Bereiche mit einer ra¨umlich
dichten Packung identifiziert werden in denen keine Transkription stattfindet. In anderen
Bereichen liegt die DNA aufgefaltet vor. Diese sind die Orte mit aktiver Transkription.
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Abbildung 6.3: Durchlichtmikroksop–Aufnahme einer Zebrafischlarve zum Zeitpunkt 4dpf (engl. days
post fertilization). A dorsal und B sagittal. In dieser Arbeit wurde der Bereich des Ru¨ckenmarkes
abgebildet. Dazu wurde der Fisch in der Probenkammer auf dem Ru¨cken positioniert. Die Fluores-
zenzanregung erfolgte von der Seite (gru¨ner Pfeil). Das Fluoreszenzlicht wurde aus dorsal detektiert.
Modifiziert aus [KBK+95]
In der Speicheldru¨senzelle werden einige besonders große Proteine produziert, die ein Mo-
lekulargewicht von 1 bis 1,4 MDa besitzen. Die aktiven Transkriptionsstellen der korres-
pondierenden Gene sind mit entsprechender Fa¨rbung besonders gut sichtbar und werden
Balbiani Ringe genannt (kurz BR).
Als Dritte Probe wurden fixierte Zebraba¨rblingslarven (Danio rerio), im Laborjargon auch
Zebrafisch genannt, untersucht (Abb. 6.3). Dieser ist ein in der Entwicklungsbiologie weit
verbreiteter Vertebraten–Modellorganismus, da er sich mit einem Generationszyklus von 16
Wochen gut fu¨r genetische Studien eignet und die Embryonen sich komplett außerhalb des
Mutterorganismus entwickeln. Zebrafischlarven sind zwischen 2 und 4 mm lang und auf-
grund ihrer Transparenz fu¨r lichtmikroskopische Untersuchungen am lebenden Organismus
besonders geeignet. Eine chemische Behandlung mit BABB oder a¨hnlich wirkender Sub-
stanzen zum Aufklaren der Probe, wie im Falle des Embryo–Mausgehirns, wa¨re bei lebenden
Fischen natu¨rlich nicht mo¨glich. Im Rahmen einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von
Herrn Prof. Dr. Benjamin Odermatt am Anatomischen Institut der Medizinischen Fakulta¨t
der Universita¨t Bonn sollte der Frage nachgegangen werden, ob und in welchem Maße ein
Kontrastgewinn durch konfokale Zeilendetektion bei der Untersuchung der Myelinisierung
von Axonen im Zentralnervensystem (ZNS) mit LSFM erzielt werden kann.
Myelin ist eine lipid– und proteinreiche Zellmembran und wa¨chst ausgehend von den Oli-
godendrozyten, im Zentralnervensystem vorkommende Gliazellen, in Richtung der Axone.
Dort bildet sie eine elektrisch isolierende Hu¨lle um die Axone, deren Querschnitt mehrere
konzentrische Lagen der Zellmembran aufweist. Dies ist die sog. Myelinscheide, welche eine
schnelle Weiterleitung des Aktionspotentials im Axon ermo¨glicht (saltatorische Erregungs-
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leitung). Wird diese Schutzhu¨lle um die Nervenfasern bescha¨digt oder zersto¨rt, kann es zu
verschiedenen Erkrankungen kommen, wie zum Beispiel der Multiplen Sklerose aber auch
vielen psychologischen Sto¨rungen.
Die untersuchte Probe wurde von Dr. Changsheng Liu, Anatomisches Institut, Universita¨t
Bonn, pra¨pariert. Diese Probe wurde von der Seite beleuchtet, da der Fisch in dieser Rich-
tung die geringste Ausdehnung besitzt, gru¨ner Pfeil in Abb. 6.3 A. Die Detektion erfolgte
dorsal, so dass sich mo¨glichst wenig Muskelgewebe zwischen Ru¨ckgrat und Ku¨vettenboden
befand, angedeutet durch den roten Pfeil in Abb. 6.3 B.
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Die Ausdehnung eines Mausembryo–Gehirns liegt in der Gro¨ßenordnung von Millimetern,
weshalb es zu den klassischen Proben geho¨rt, die mit Hilfe von LSFM untersucht werden
([DLS+07]). Fu¨r die Untersuchung wird das Gehirn in Paraformaldehyd (PFA) fixiert und
kann mit BABB oder a¨hnlich wirkenden Substanzen optisch homogenisiert werden.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Aufnahmen des Bereiches des ventralen Mittelhirns eines
solchen aufgeklarten Mausgehirns gemacht. Dies entspricht den Regionen A8, A9 und A10
in Abb. 6.1 B, in denen sich dopaminerge Neuronencluster befinden. Die Probe stammt
von einer ROSAloxP−STOP−losP−EY FP (R26EYFP)–Maus ([SWL+01]). Diese wurde mittels
Genetic Induced Fate Mapping (GIFM) so modifiziert, dass dopaminerge Neuronen, die aus
Progenitorzellen (auch Vorla¨uferzellen genannt) in der Grundplatte des ventralen Mittel-
hirns entstanden, mit Hilfe des R26EY FP Reporter–Allels fluoreszenzmarkiert wurden und
kontinuierlich das fluoreszierende Protein EYFP produzierten. Diese Eigenschaft vererbten
die Zellen an ihre Nachkommen weiter, so dass auch diese EYFP exprimierten. Mit GIFM
ko¨nnen auf diese Weise selektiv nur die Vorla¨uferzellen von dopaminergen Neuronen modi-
fiziert werden, die das Protein Sonic hedgehoc (SHH) exprimieren ([BBK+11], [HZA+11],
[JAR+09]). Die Aktivierung des EYFP–Reporterallels wird hierbei auch zeitlich mit Hilfe
einer Cre–Rekombinase katalysierten Rekombination gesteuert. Zusammengefasst kann in
einem bestimmten Entwicklungsstadium das EYFP–Reporterallel in SSH–exprimierenden
Zellen aktiviert werden. Das Reporterallel wird an die Nachkommen dieser Zellen, die do-
paminergen Neuronen, vererbt. Somit kann die Zellverteilung von dopaminergen Neuronen,
die sich aus SHH exprimierenden Zellen in der medialen Grundplatte entwickelten, mittels
EYFP–Expression direkt betrachtet werden. Fu¨r weitere Details zu GIFM sei an dieser Stel-
le auf die Literatur verwiesen ([JZ06]). Genauere Details zur Probe und deren Pra¨paration
finden sich in [BSA+14]. Die verwendete Anregungswellenla¨nge fu¨r EYFP war 532 nm.
Weiterhin wurden Maus–Antiko¨rper 1:500, AB152 oder MAB318, (Millipore) gegen Ty-
rosinhydroxylase (TH), einem limitierenden Enzym in der Dopaminsynthese, und donkey
anti mouse IgG-Alexa 647 (1:100, Jackson ImmunoResearch) verwendet. Hierfu¨r wurde eine
Anregungswellenla¨nge von 640 nm benutzt.
Zuna¨chst wurden z–Stapel in unterschiedlichen Bereichen der Probe aufgenommen. Da die
Probe deutlich gro¨ßer war als der gleichma¨ßig ausgeleuchtete Teil des Bildfeldes, wurde
sie lateral in x und y verschoben, um ein dreidimensionales Mosaik–Bild zu erzeugen. Die
Verschiebung in y war gleich der vertikalen Bildkantenla¨nge und in x gleich dem Zweifa-
chen der Rayleigh–La¨nge. Das Mikroskop verfu¨gte zum Zeitpunkt der Datennahme noch
nicht u¨ber die Mo¨glichkeit den Defokus bei Translation in x anzupassen. Der Defokus wur-
de deshalb erst nachtra¨glich bei der Erstellung des Gesamtbildes korrigiert. Dazu wurden
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entsprechende Regionen aus dem Bildstapel verschoben und ausgeschnitten.
Die Bildstapel wurden, beginnend am Deckglas bis in eine Tiefe von 600µm und in Schrit-
ten von 1 µm aufgenommen.
Fu¨r die Detektion wurde das 10x–Luftobjektiv, NA 0,3, verwendet. Die Aufnahmen im
konfokalen Modus erfolgten mit einer Detektorschlitzbreite von 9µm, was dem zuvor in
Kalibrationslo¨sung gemessenen Strahldurchmesser entsprach. Fu¨r die Aufnahmen im kon-
ventionellen Modus wurde vor Beginn des Rasterns des Laserstrahls zuna¨chst der gesamte
Detektor aktiviert. Dies geschah, indem die Phase zwischen Kamerasignal und Rasterkurve
auf 2048 Samplingpunkte gesetzt wurde.
Abb 6.4 zeigt einen Teil des Mausgehirns. Abgebildet wurden hier Probenbereiche, die in
etwa den x–y–Ebenen an den Positionen der orangen, gestrichelten Linien int und ant in
Abb. 6.1 B entsprechen.
Zu sehen sind mehrere Objektebenen, in der linken Spalte jeweils im konventionellen Mo-
dus aufgenommen und in der rechten Spalte im Konfokalen. z ist der Abstand der ab-
gebildeten Objektebene zum Deckglasboden der Probenku¨vette. Gut zu erkennen sind
große Ansammlungen von EYFP–exprimierenden Zellen (gru¨n) in der Region der Grund-
platte A im ventralen Mittelhirn. Daneben sieht man Zellansammlungen mit roter TH–
Immunofluoreszenzfa¨rbung im Bereich des Aquaeductus mesencephali B. Gut zu erkennen
ist, dass der Kontrast in den Regionen C–E in den konfokalen Aufnahmen deutlich ho¨her
ist als in den Konventionellen. Letztere weisen hier ein ho¨heres, diffuses Fluoreszenzsignal
im gru¨nen Kanal auf. Dieses ru¨hrt vermutlich von Streulicht her, dass durch den konfoka-
len Schlitzdetektor geblockt werden konnte, so dass nun auch rote, TH–markierte Zellen
deutlicher zu erkennen sind.
Weiterhin wurde der Kontrast in Abha¨ngigkeit der Abbildungstiefe quantifiziert, jeweils im
konfokalen Modus mit schmalem Rolling Shutter und im konventionellen Modus bei kom-
plett aktivem Chip. Hierzu wurde der Kontrast in unterschiedlichen Bereichen der Probe
gemessen und pro Datenpunkt u¨ber jeweils 30 angrenzende Bilder entlang des Bidstapels
gemittelt. Das Resultat ist in Abb. 6.5 zu sehen, wobei die Fehlerbalken gleich der Stan-
dardabweichung der gemittelten Messwerte sind. Bei geringer Abbildungstiefe unterhalb
von 150µm ist der Kontrast im konventionellen Modus gleich dem im Konfokalen.
Bei tiefer liegenden Abbildungsebenen stieg jedoch der Anteil der gestreuten Photonen. Ab
etwa 400µm Abbildungstiefe fu¨hrte dies zu einer Verschlechterung des Kontrastes bei den
konventionell aufgenommenen Bildern im Vergleich zu den Konfokalen.
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Abbildung 6.4: LSFM Aufnahmen des transparenten Mausgehirns bei unterschiedlichen Absta¨nden
z zwischen Deckglas und der abgebildeten Probenebene. Die ungefa¨hren Positionen der gezeigten
Gehirnschnitte sind mit int und pos oben im Bild und in Abb. 6.1 markiert. Der gru¨ne Kanal
zeigt EYFP und der rote TH. Die konfokalen Aufnahmen rechts erscheinen deutlich klarer als die
Konventionellen. Gut zu erkennen ist die Grundplatte A, mit einer hohen Konzentration an EYFP.
Dies deutet darauf hin, dass es der Entstehungsort dopaminerger Neuronen ist. Die Region B zeigt
Zellcluster mit einer hohen TH–Aktivita¨t, die aus der Dopaminsynthese herru¨hrt. C, D und E
markieren Regionen mit im Vergleich zu den konventionellen Aufnahmen deutlich verringertem
unspezifischen Hintergrund und besserem Kontrast.
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Abbildung 6.5: Messung des Kontrastes in einem mit BABB behandelten fixierten Mausgehirn. Be-
ginnend am Deckglas bis in eine Tiefe von 600µm wurde der Kontrast schrittweise bestimmt. Jeder
Datenpunkt steht hierbei fu¨r den gemittelten Kontrast eines 30µm dicken Volumens. Die orange
Kurve zeigt das Ergebnis fu¨r die konfokale Methode und die blaue fu¨r die konventionelle Detektion
bei vollsta¨ndig aktiver Kamera.
Durch die Behandlung mit BABB wurde die Probe optisch homogenisiert und somit trans-
parent. Hierdurch wurde der Streukoeffizient der Probe signifikant verringert und eine deut-
lich erho¨hte Abbildungstiefe ermo¨glicht. Nahe am Deckglas erschien der Kontrast im kon-
ventionell aufgenommenen Bild etwas besser zu sein als im konfokalen Datensatz. Dies liegt
daran, dass bei geringer Abbildungstiefe nur wenige Photonen gestreut werden. Durch die
konfokale Detektion werden somit gro¨ßtenteils ballistische Photonen blockiert, was den et-
was schlechteren Kontrast erkla¨ren wu¨rde. Der stetige Anstieg der beiden Kontrastkurven
mit zunehmender Tiefe ist dadurch zu erkla¨ren, dass hier Gehirnregionen wie die Grund-
platte des ventralen Mittelhirns lagen, in der sich eine große Anzahl dopaminerger, EYFP–
exprimierender Zellen befand. Dies verdeutlicht auch, dass bei einem einem Vergleich von
komplexen Bildern der Kontrast unmittelbar von der Konzentration der Fluorophore und
deren ra¨umlichen Verteilung abha¨ngt.
Ab einer Abbildungstiefe von etwa 300µm a¨ndert sich jedoch die Situation. Der Kontrast
der konfokalen Daten verbesserte sich nun gegenu¨ber den Konventionellen. Grund hierfu¨r
war die mit einer ho¨heren Wegla¨nge nun gestiegene Wahrscheinlichkeit, dass Fluoreszenz-
photonen gestreut wurden. Im konfokalen Bild wurde somit ein Großteil der gestreuten
Photonen blockiert. Des Weiteren ist eine Fluktuation der Kontrastkurven zu sehen, die
bei beiden sehr a¨hnlich ist. Dies ist auf eine Vera¨nderung des Kontrastes der Strukturen in
der Probe zuu¨ckzufu¨hren.
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Abbildung 6.6: Polyta¨nchromosomen aufgenommen mit dem 10x Objektiv, NA 0,3, Luft. Gut zu
erkennen ist die hohe Konzentration an RNA–Polymerase II in den durch die Pfeile markierten
Transkriptionsstellen. Besonders hell ist der Balbiani Ring. A aufgenommen im konventioneller
Modus und B im Konfokalen. Die normierten Intensita¨tsplots in C demonstrieren die Kontrastver-
besserung. Skala 30µm. Hamamatsu Orca Flash 2.8. Abbildung modifiziert aus [BK12].
Verglichen wurde nun die Verbesserung des Kontrastes anhand der Abbildung der Poly-
ta¨nchromosomen der C. tentans Speicheldru¨senzelle. Aufgrund ihrer feinen Struktur bieten
diese ein ideales Objekt zur Untersuchung des Kontrastes und des Auflo¨sungsvermo¨gens.
Die Dru¨senzellen wurden in 4% Formaldehydlo¨sung fixiert. Die Transkriptionsstellen ent-
lang der Polyta¨nchromosomen wurden mit monoklonalen Mausantiko¨rpern ARNA–3 CBL221
(Millipore) gegen RNA–Polymerase II als prima¨rer und Alexa Fluor 647 markiertem goat
anti-mouse IgG1 (Life Technologies Corp.) als sekunda¨rer Antiko¨rper markiert. Abb. 6.6
zeigt eine Aufnahme durch den A¨quator des Zellkerns und die Transkriptionsstellen, die
mit Pfeilen markiert sind.
In A ist die konventionelle Aufnahme zu sehen und in B die Konfokale. Die aktive Detektor-
breite betrug im konfokalen Falle 25 Pixel. Dies entsprach dem vorher gemessenen Strahl-
durchmesser von 9µm. In C ist die normierte Intensita¨tskurve entlang der in den Bildern
markierten Spalten abgebildet. Die normierte Kurve zeigt Inorm(y) = I(y)/(Imax + Imin),
so dass die Differenz zwischen einem lokalen Minimum und einem lokalen Maximum in der
Kurve dem nach Glg. 2.29 definiertem Kontrast entspricht. Die lokale Verbesserung des
Kontrastes betrug in diesem Falle etwa 30 %.
Bei der Orca Flash 2.8 war die Zeilenzeit nicht einstellbar, sondern fest auf 15µs gesetzt.
Um eine Schlitzbreite von 25 Pixeln zu erreichen, musste die Belichtungszeit somit auf 25–
Fache der Zeilenzeit, also 375µs, gesetzt werden. Fu¨r die Aufnahmen mit Weitfelddetektion
wurde die Belichtungszeit auf 21,6 ms gesetzt, was einem Rolling Shutter mit einer Breite
von 1440 Zeilen (voller Kameradetektor) entsprach. Der Scan des Anregungsstrahls begann
nach der Aktivierung der Ha¨lfte der Zeilen. Dies bedeutet jedoch, dass sich das SRV im
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Abbildung 6.7: Polyta¨nchromosomen aufgenommen mit dem 40x, NA 1,15, Wasserimmersionsob-
jektiv und aufgeweitetem Beleuchtungsstrahl. A konventioneller Modus, B mit konfokalem Rolling
Shutter. Der Kontrast im konfokalen Bild ist deutlich erho¨ht. Auffallend ist der deutlich geringere
Hintergrund zwischen den einzelnen Chromosom–Banden. Das Entfernen des Streulichts im konfo-
kalen Modus macht auch die Schatten und Streifenartefakte deutlicher sichtbar. Diese konnten in C
mit einem entsprechenden Filter [MTMS09] reduziert werden, wobei hierdurch keine neuen Artefak-
te auftraten. Die normierten Intensita¨tsplots in D zeigen die Kontrastverbesserung im Original als
auch in der gefilterten Version. Die Anregungswellenla¨nge betrug 532 nm. Bei Anregung mit 640 nm
(hier nicht gezeigt) war nur die BR2.1–mRNA im Balbiani Ring (Pfeil) zu sehen. Kamera: Orca
Flash 4.0.
konventionellen Fall durch die ho¨here Belichtungszeit erho¨ht. Vermutlich wird dies jedoch
durch das nun auch ho¨here Dunkelrauschen, das in Abschn. 5.6.2 gemessen und diskutiert
wurde, ausgeglichen.
Abb. 6.7 zeigt die Polyta¨nchromosomen entlang des A¨quators des Zellkerns, die mit dem
40x, NA 1,15 Wasserimmersionsobjektiv aufgenommen wurden, A zeigt die konventionelle
und B die konfokale Aufnahme. Die Breite des Schlitzdetektors bei der konfokalen Aufnah-
me betrug 31 Pixel, ≈ 1/e2 Strahldurchmesser von 2,8µm. Die Belichtungszeit im konfoka-
len Fall betrug 0,6 ms und 20 ms im Konventionellen. Hier wurde das Teleskop verwendet,
um die Apertur des Beleuchtungsstrahl zu vergro¨ßern. Bei der Probe wurde Mausantiko¨rper
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(1:100, Merck–Millipore) gegen RNAP–II als prima¨rer und Goat-Anti Mouse IgG1 AF532
(Initrogen) als sekunda¨rer Antiko¨rper verwendet. Zusa¨tzlich ist noch die BR2.1 mRNA mit
einem AF647 markierten Oligonukleotid gefa¨rbt.
Die normierten Intensita¨tswerte in D zeigen einen zum Teil mehr als doppelt so großen
Kontrast zwischen den Banden der Chromosomen. Deutlicher treten in den konfokalen Da-
ten nun allerdings auch die Schatten und Streifenartefakte hervor. Bei der konventionellen
Aufnahmemethode werden diese allerdings durch das diffuse Signal des Streulichts nur ka-
schiert.
Das Eliminieren der Streifen durch Kippen des Beleuchtungsstrahls um die z–Achse wa¨hrend
des Scans wie in [HS07] wu¨rde gegen die Bedingung, dass Beleuchtung und Detektion glei-
chermaßen ra¨umlich eingeschra¨nkt und entsprechend konjugiert zueinander sein mu¨ssen,
verstoßen. Eine Alternative ist die Nachbearbeitung der Bilddaten mit passenden Filteral-
gorithmen. So konnten mit Hilfe eines Wavelet–Fourier–Filters ([MTMS09]) die Streifen
deutlich reduziert werden, ohne zusa¨tzliche Artefakte hinzuzufu¨gen, Abb. 6.7 C.
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Abbildung 6.8: A Ein Axon (rot) ist von einer
Myelinscheide umgeben. Diese wachsen aus
Fortsa¨tzen von Oligodendrozyten. Die freien
Abschnitte zwischen den Myelinscheiden werden
Ranviersche Schnu¨rringe genannt und dienen
der schnellen U¨bertragung des Aktionspotentials.
Quelle: [Com10].
B Aufnahme eines Oligodendrozyten mittels
konfokaler Zwei–Photonen–Mikroskopie, aus
[ACL+11]. Fortsa¨tze wachsen aus dem Zellko¨rper
des Oligodendrozyten und myelinisieren mehrere
Axone. Skala: 10µm.
Axone sind die Zellfortsa¨tze der Neuro-
nen, die elektrische Nervenimpulse (Akti-
onspotentiale) vom Zellko¨rper weg leiten.
Sie sind von einer isolierenden Schicht aus
Myelin umgeben, die um die Axone gewi-
ckelt ist. Stellen an denen die Myelinschei-
de unterbrochen ist, die sog. Ranvierschen
Schnu¨rringe, sind wichtig fu¨r die schnel-
le Saltatorische Erregungsleitung der Akti-
onspotentiale (Abb. 6.8 A).
Die Myelinschicht wird von Oligodendro-
zyten gebildet. Spezialisierte Membran-
fortsa¨tze an den Oligodendrozyten wach-
sen in Richtung der Axone aus und bil-
den dort eine Myelinscheide, bei der die
Oligodendrozyten–Zellmembran das Axon
mehrmals konzentrisch umgibt. Die Axone
haben einen axialen Durchmesser von etwa
1µm.
Abb. 6.8 B zeigt zwei Oligodendrozyten
(gru¨ne Pfeile), aufgenommen mit einem
konfokalen Zwei–Photonen–Mikroskop. Zu
erkennen sind die zellula¨ren Fortsa¨tze (ro-
ter Pfeil), die aus dem Zellko¨rper um meh-
rere Axone wachsen. Der Zellko¨rper und
die Myelinmembran sind mittels mbp:GFP
Expressions–Plasmid markiert. Der ver-
wendete Promotor ist von MBP (engl. mye-
lin basic protein) welches ein Myelinspezi-
fisches Protein ist und dort etwa 40 % des
Proteinanteils ausmacht. Die Myelinschei-
den im Bild sind im Zentrum entlang ih-
rer Hauptachse dunkel. Hier liegt das Axon,
welches nicht fluoreszenzmarkiert ist.
Die in diesem Fall zu untersuchende Mye-
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linisierung beginnt im Rhombencephalon, dem an das Ru¨ckenmark grenzenden Teil des
Gehirns, und verla¨uft entlang der Wirbelsa¨ule ([YM05], [BMAF10]). Diese liegt teilwei-
se in einer Tiefe von u¨ber 100µm im Zebrafisch. Die Notwendigkeit Strukturen in der
Gro¨ßenordnung von 1µm und darunter in dieser Probentiefe abzubilden, bei der der Anteil
des gestreuten Lichts einen signifikanten Bildhintergrund verursacht, ist somit eine heraus-
fordernde Anwendung fu¨r Lichtscheibenmikroskopie mit konfokaler Detektion.
Probenpra¨paration
Zebrafische mit Mosaik–Expression von EGFP in Oligodendrozyten wurden durch Injektion
von Plasmid–DNS (pB I-SceI ClaudinK:EGFP) erzeugt. Dieses wurde in das Zytoplasma
der Fisch–Zygoten injiziert. Am folgenden Tag wurden die Fischembryos in 30 % Danieau
Lo¨sung, welche 0,2 nM Phenylthiourea (PTU) enthielt, transferiert, um die Synthese von
Melanin zu unterbinden, so dass die Fische pigmentfrei waren. Des Weiteren wurde der
lipophile Farbstoff DiD in das Ru¨ckenmark injiziert, um die Axonmembranen zu markie-
ren. Zusa¨tzlich wurden transient exprimierende Fischlarven verwendet, die durch Injektion
von pB I-SceI ClaudinK:EGFP und pB I-SceI ClaudinK:membrane tag RFPT generiert
wurden. Membrane tag RFPT markiert die Membran aus der die Myelinscheiden bestehen
und reichert sich dort an.
Zum Abbilden der Fischlarven wurden diese an Tag 5 nach der Befruchtung (5 dpf) mit
einer U¨berdosis Tricain (MS222) abgeto¨tet, in PFA fixiert und am Rand der Probenku¨vette
auf den Ru¨cken gelegt, so dass das Ru¨ckenmark mo¨glichst zum Deckglasboden hin ausge-
richtet war. Daraufhin wurden die Fische in ein Agarosegel (Type IX-A, Ultra-low Gelling
Temperature, Sigma-Aldrich Co.) mit einer Konzentration von 1,2 % in PBS eingebettet
und in ihrer Lage stabilisiert.
6.3.1 Vergleich von konventioneller und konfokaler Detektion
Abb. 6.9 zeigt Maximumsprojektionen von dreidimensionalen Aufnahmen eines Zebrafi-
sches, vom Kopf bis zum Dottersack, mit 10x Vergo¨ßerung. Die Beleuchtung erfolgte mit
kleiner Apertur, in der Abbildung von oben kommend. Pro Abbildung wurde zuna¨chst ein
Volumen von 300µm Dicke in z–Richtung in 150 Bildern mit einer Schrittweite von 2µm
abgebildet und davon die Maximumsprojektion (Fiji) berechnet. Die resultierenden Bilder
wurden daraufhin in gleichem Maße kontrastversta¨rkt.
Durch die große Abbildungstiefe ist im konventionell aufgenommenen Bild, Abb. 6.9 A, die
Region im Kopf von einer diffusen Intensita¨tsverteilung verdeckt. Dieser Probenteil ist am
dicksten und hat somit den gro¨ßten Streulichtanteil. In Abb. 6.9 B, das mit einem konfo-
kalen Schlitz von 20µm Breite aufgenommen wurde, ist das Streulicht deutlich reduziert.
Details wie das Muskelgewebe 1 und das optische Tectum 2 oberhalb der beiden Augen
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sind nun deutlich zu erkennen. Die hellen Punkte, die sich am hinteren Teil des Kopfes und
entlang der Wirbelsa¨ule befinden, sind Zellko¨rper der eGFP markierten Oligodendrozyten.
Abbildung 6.9: Maximumsprojektion durch einen z–Stapel aus 150 Bildern mit einer Dicke von ins-
gesamt 300µm. A: Detektorbreite 600 px, Belichtungszeit 800 ms, entspricht konventioneller Weit-
felddetektion. B: Konfokale Aufnahme mit einer Detektorbreite von 20 ms. Insbesondere in zentralen
Bereichen des Fisches wird ein großer Teil der Fluoreszenzphotonen gestreut. In der konventionell
aufgenommenen Abbildung sind diese Bereiche durch ein unspezifisches, homogenes Fluoreszenzsi-
gnal verdeckt. Das konfokale Bild bietet dahingegen einen klaren Blick auf die Muskelfasern (1) und
das optische Tectum (2). Die Pfeile markieren Oligodendrozyten.
Probe: ClaudinK:EGFP Mosaik Expression. Anregung: 488 nm, ohne Strahlaufweitung. Detektion:
GFP–Filterwu¨rfel, 10x NA 0,3, Luftobjektiv. Die verwendete Breite des Rolling Shutters bei den
konventionellen Bildern betrug 600 Pixel und bei den Konfokalen 15 Pixel (9,75µm) .
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6.3.2 Kontrast als Funktion der Abbildungstiefe
Wie in Abschn. 6.1 wurd hier nun auch der Abbildungskontrast bei unterschiedlichen Tiefen
in der Probe gemessen. Da der Zebrafisch nich mit BABB oder einer a¨hnlichen Substanz
behandelt wurde, ist zu erwarten, dass der Streulichtanteil deutlich schneller mit zuneh-
mender Abbildungstiefe ansteigt als im Fall des Mausgehirns.
Abb. 6.10 stellt den Bildkontrast als Funktion der Abbildungstiefe dar. Die Analyse erfolgte
analog zu der in Abschnitt 6.1. Hierzu wurde ein dreidimensionaler Datensatz aufgenom-
men, der an der Unterseite des Fisches beginnt und bis in eine Probentiefe von 100µm reicht.
Der Fisch beru¨hrte den Deckglasboden nicht, weshalb zuna¨chst die Haut des Fischru¨ckens
fokussiert werden konnte und als Nullpunkt der Messung diente. Der Kontrast wurde im
zentralen Bereich der Bilder zeilenweise gemessen und u¨ber jeweils zehn aufeinander fol-
gende Bilder gemittelt. Die Bildregionen wurden des Weiteren auch so ausgewa¨hlt, dass sie
mo¨glichst kontrastreiche Teile der Probe enthielten. Der Kontrast wurde entlang der Zeilen
gemessen, quer zu den Axonen bzw. Myelinscheiden, die senkrecht im Bild verliefen.




































Abbildung 6.10: A: Kontrast als Funktion der Abbildungstiefe im Zebrafisch. Konfokale Aufnahme
mit einer Schlitzbreite von 15 Pixeln. Konventionelle Aufnahme mit vollsta¨ndig aktiviertem De-
tektor. Ab einer Abbildungstiefe von etwa 50µm nimmt der Bildkontrast der konfokalen Daten im
Vergleich zur der konventionellen Aufnahme zu. Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabwei-
chung der Messwerte. B: Differenz des Kontrastes zwischen konfokalen und konventionellen Daten.
Verwendete Probe: Transgene Zebrafisch–Linie mit ClaudinK:EGFP. Anregung: 488 nm, mit Strahl-
aufweitung. Detektion: GFP– Filterwu¨rfel, 20x NA 0,5, Luft. Die Rolling Shutter Breite der kon-
ventionellen Bilder betrug 2048 Pixel (gesamter Sensor) und 15 Pixel (4,875µm) der Konfokalen.
Abb. 6.10 A: Nahe der Haut des Fisches ist der Kontrast bei konventionellen und konfo-
kalen Bildern in etwa gleich. Da hier die Autofluoreszenz des Muskelgewebes dominiert, ist
der Kontrast allgemein recht niedrig. Ab einer Abbildungstiefe von etwa 50µm verbessert
sich der Kontrast der konfokalen Daten gegenu¨ber den konventionellen Daten. Bei einer
Abbildungstiefe von etwa 100µm ist der Kontrast im konfokalen Fall etwa 10 % besser
gegenu¨ber den konventionellen Daten. Abb. 6.10 B zeigt die Differenz zwischen den kon-
96 Kapitel 6 - Biologische Anwendungen
fokalen und dem konventionellen Daten. Dies verdeutlicht noch einmal die Zunahme des
konfokalen Kontrastes gegenu¨ber dem Konventionellen ab einer Abbildungstiefe von etwa
40 bis 50µm.
Abb. 6.11 gibt eine U¨bersicht der an Zebrafischlarve aufgenommenen Daten. 6.11 A zeigt
eine U¨bersichtsaufnahme an einem transgenen ClaudinK:EGFP Fisch. Die Beleuchtung
erfolgte hier von links. In gru¨n sieht man die Zellko¨rper der Oligodendrozyten entlang der
Wirbelsa¨ule (weiße Pfeile). In rot sind die Neuronen markiert. Das Bild zeigt eine Ma-
ximumprojektion eines Bildmosaiks, mit einer z–Außdehnung von 400µm. Dieses wurde
aus vier Bildstapeln rekonstruiert, die nacheinander Aufgenommen wurden. Zwischen den
Aufnahmen wurde die Probe in y verschoben.
Abb. 6.11 B und C zeigen Detailaufnahmen, deren Bildfeld der dem weißen Rechteck in A
entspricht. Hier handelt es sich jeweils um eine konventionelle (B) und eine konfokale (C)
Aufnahme von Oligodendrozyten und Myelinscheiden im Ru¨ckenmark, bei einer Proben-
tiefe von 50µm. Die Bilder entstanden durch eine Maximumsprojektion eines 10µm dicken
Subvolumens aus zehn Bildern.
Abb. 6.11 D zeigt auf Inorm = I/(Imax+Imin) normierte Intensita¨tskurven entlang der Lini-
en in den Bildern. Der Kontrast im konfokalen Bild ist deutlich besser. Die Intensita¨tskurve
zeigte mehrere Maxima in einem Abstand von etwa 1 bis 2µm. Diese ko¨nnten von einzelnen
Myelinscheiden stammen. Im konventionellen Bild sind diese deutlich schlechter voneinan-
der zu unterscheiden.
Analog werden in Abb. 6.11 E bis G Daten verglichen, die im selben Fisch aber bei einer
Tiefe von 100µm aufgenommen wurden. Hier nimmt der Kontrast im Vergleich zu den
Bildern B und C ab, ist im konfokalen Falle jedoch noch immer deutlich besser. Auch hier
sind noch einzelne Myelinscheiden voneinander gut zu trennen, was bei den konventionellen
Daten kaum mehr mo¨glich ist.
Abb. 6.12 zeigt stereoskopische Bilder eines Ausschnitts der Wirbelsa¨ule eines Zebrafisches.
Es handelt sich hierbei um einen dreidimensionalen Datensatz, der im konfokalen Modus
aufgenommen wurde. Jede Teilabbildung A bis D besteht aus einem Bild einer dreidimen-
sionalen Rekonstruktion, gesehen aus unterschiedlichen Blickrichtungen. Die Bildpaare sind
jeweils untereinander um zwei Grad gedreht.
Zu sehen sind drei Myelinscheiden in rot, die Nervenstra¨nge (nicht sichtbar) umfassen. Um
diese herum befinden sich wiederum die gru¨nen Oligodendrozyten. Der mittlere Strang ist
am na¨chsten zum Objektiv. Hier ist deutlich eine faserartige Struktur der Myelinscheiden
zu erkennen.
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Abbildung 6.11: Beispiel fu¨r die am Zebrafisch aufgenommenen Bilder und Vergleich zwischen
konventionellen und konfokalen Daten. A: U¨bersichtsaufnahme im konfokalen Modus, Schlitzbreite
10 Px. (6,5µm). Maximumsprojektion eines 400µm dicken Bildvolumens. In gru¨n sind die Zellko¨rper
der Oligodendrozyten als Punkte entlang der Wirbelsa¨ule zu erkennen (weiße Pfeile). Rot sind die
mit DiD markierten Axone. B und C: Oligodendrozyten und Myelinscheiden, jeweils im konven-
tionellen und im konfokalen Modus aufgenommen, bei einer Probentiefe von 50µm. D: Normierte
Intensita¨tskurven entlang der Linien in B und C. E, F und G: Analog zu den Abbildungen daru¨ber,
aber bei einer Probentiefe von 100µm. Beleuchtung von links.
Probe in A: Transgene ClaudinK:EGFP Linie und DiD Injektion. Anregung: 488 nm und 648 nm,
ohne Strahlaufweitung. Detektion: Notch Filter fu¨r die Anregungswellenla¨ngen, 10x NA 0,3. Die
Rolling Shutter Breite betrug 10 Pixel (6,5µm), die Belichtungszeit 1 ms.
Probe in B–F: ClaudinK:EGFP. Anregung: 488 nm, mit Strahlaufweitung. Detektion: GFP– Fil-
terwu¨rfel, 20x NA 0,5, Luft. Die Rolling Shutter Breite der konventionellen Bilder betrug 2048 Pixel
(gesamter Sensor) und 15 Pixel (4,875µm) der Konfokalen. Belichtungszeit 10 ms beim Konfokalen
und 136,5 ms im konventionellen Bild.
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Abbildung 6.12: Dreidimensionale Abbildung eines Teils der Zebrafischwirbelsa¨ule. Zu sehen sind die
Zellko¨rper der Oligodendrozyten in gru¨n. Rot gefa¨rbt sind drei Myelinscheiden die entlang jeweils
eines Axons in y–Richtung verlaufen. Diese sind durch die drei farbigen Pfeile markiert. Jedes Bild-
paar ist ein stereoskopisches Bild, das aus einer 3D–Rekonstruktion erzeugte wurde. Die einzelnen
Abbildungen eines Bildpaares sind jeweils zwei Grad um die y-Achse gedreht, um bei Betrachung
mittels Kreuzblick einen ra¨umlichen Eindruck zu erzeugen. Zwischen den Stereobildpaaren wurde
der Datensatz um die hier gezeigt y–Achse in Schritten von 40 Grad rotiert, um unterschiedliche
Ansichten zu erlauben. Die Gesamtrotation betra¨gt bei den einzelnen Unterabbildungen demnach:
A: 0 Grad, B: 40 Grad, C: 80 Grad und D: 120. Die drei Pfeile oben geho¨ren jeweils fest zu einer
Myelinscheide und dienen der leichteren Zuordnung der Axone zwischen den Bildern A bis D. Skala
50µm.
Probe: ClaudinK:EGFP und ClaudinK:membrane tag RFPT. Anregung: 488 nm, 532 nm mit Strahl-
aufweitung. Detektion: GFP– Filterwu¨rfel und RFP–Filterwu¨rfel, Obj. 20x NA 0,5, Luft. Die Rol-




In dieser Arbeit wurde ein konfokales Fluoreszenzmikroskop mit gerasterter Linienbeleuch-
tung entwickelt, das die Vorteile eines Lichtscheiben–Fluoreszenzmikroskops und eines kon-
fokalen Mikroskops in einem System vereint. Ein telezentrisch gerasterter Gaußscher La-
serstrahl, in der Probe fokussiert und orthogonal zur Detektionsachse, diente zur Fluores-
zenzanregung entlang einer Linie. Synchron hierzu wurde der Rolling Shutter einer CMOS
Kamera genutzt, um das Bild konfokal zu detektieren.
Zum gleichen Resultat kann man auch gelangen, indem mehrere Bilder einer Probe aufge-
nommen werden zwischen denen der Beleuchtungsstrahl um jeweils eine Zeile bewegt wird.
Auf jedes Bild wird daraufhin eine Schlitzmaske angewendet, die eine schmale Region um
die beleuchteten Zeilen ausschneidet. Anschließend wird hieraus ein konfokales Bild gene-
riert ([FR12]). Der offensichtliche Nachteil hierbei ist, dass die Kamera fu¨r die Belichtung
jeder Zeile initialisiert werden muss, was die Aufnahmezeit verla¨ngert. Eine Beschleunigung
ist zwar mo¨glich, indem der Strahl zwischen jedem Bild um seine gesamte Breite verschoben
wird, erfordert dann aber auch eine Kompensation der inhomogenen Beleuchtung aufgrund
des Gaußschen Strahlprofils.
Ein zweiter alternativer Ansatz verwendet zwei zusa¨tzliche Scanspiegel und eine Schlitzblen-
de zwischen Detektionsobjektiv und einer CCD–Kamera. Das Bild des gerasterten Strahls
wird mit Hilfe des ersten Scanners auf eine statische Schlitzblende projiziert. Dahinter
befindet sich ein zweiter Scanspiegel, der das ra¨umlich gefilterte Bild wiederum auf den
Detektor einer CCD–Kamera rastert. So wird die Aufnahmerate nunmehr durch die Ge-
schwindigkeit der Scanspiegel und die Fluoreszenzfarbstoffe limitiert. Allerdings erho¨ht die
zusa¨tzliche Anzahl an optischen und mechanischen Elementen die Komplexita¨t des Systems
und kann zu Verlust von Fluoreszenzlicht fu¨hren.
Eine weitere Technik, die in ju¨ngerer Zeit viel Aufmerksamkeit erfahren hat, ist die struk-
turierte Beleuchtung. Bei einem LSFM mit gerasterter Beleuchtung kann durch repetitives
An– und Ausschalten des Lasers wa¨hrend des Scanprozesses eine sinusfo¨rmige Beleuchtung
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realisiert werden. Dabei werden drei Bilder aufgenommen, zwischen denen die Phase des
Beleuchtungsgitters um 120 ◦ verschoben wird. Aus diesen kann numerisch ein Bild mit ge-
ringerem Bildhintergrund und ho¨herem Kontrast berechnet werden ([KSS+10]). Alternativ
kann auch ein Bild mit verbessertem Kontrast aus zwei Aufnahmen erstellt werden. Dabei
ist das erste Bild ein Konventionelles und das Zweite ein mit einem Intensita¨tsgitter Be-
leuchtetes ([MK10]). Der Grad der Bildverbesserung durch strukturierte Beleuchtung ha¨ngt
allerdings davon ab, wie gut der Kontrast zwischen den hellen und dunklen Regionen des
Intensita¨tsgitters ist. In stark streuenden Bereichen, tief in der Probe, verschlechtert sich
der Kontrast eines solchen Intensita¨tsgitter. Somit ko¨nnte dies auch zu einer Verschlechte-
rung des Kontrastes und Signal–zu–Rausch–Verha¨ltnisses im rekonstruierten Bild fu¨hren.
Im Vergleich zu den hier aufgelisteten Methoden der konfokalen Lichtscheiben–Fluores-
zenzmikroskopie bietet der in dieser Arbeit verfolgte Ansatz mehrere Vorteile. So entfa¨llt
die Notwendigkeit mehrerer Aufnahmeschritte, da die konfokale Diskriminierung von Licht
von außerhalb des Fokus bzw. Streulicht schon bei der Aufnahme erfolgt. Das Risiko von
Bewegungsartefakten, die z.B. durch mechanischen Drift des Probenhalters oder durch le-
bende Proben entstehen ko¨nnen, wird dadurch reduziert. Die numerische Nachbearbeitung
durch die Prozessierung mehrerer konventioneller Datensa¨tze zu einem Konfokalen entfa¨llt.
Insbesondere kann jeder LSFM–Aufbau mit gerasterter Beleuchtung mit dieser konfokalen
Detektion erweitert werden, da keine zusa¨tzlichen optischen oder mechanischen Elemente
beno¨tigt werden. Allein das geschickte Ausnutzen der Art und Weise mit der eine CMOS–
Kamera ein Bild aufnimmt genu¨gt fu¨r eine konfokale Detektion.
Durch die Mo¨glichkeit die Zeilen–Aktivierungszeit der Kamera individuell einzustellen,
kann die aktive Region des Detektors auf wenige Zeilen reduziert werden. Diese Region
kann als konfokaler Schlitzdetektor aufgefasst werden, der sich in Scanrichtung entlang des
Sensors bewegt.
Die Bildaufnahmerate ist durch das Rastern des Beleuchtungsstrahls limitiert. Wird zum
Beispiel ein statisches, zylindrisches Lichtblatt wie in Abb. 1.5 zur Beleuchtung benutzt und
erfolgt die Detektion in Epi–Konfiguration, werden alle Pixel einer Kamera gleichzeitig be-
lichtet. Die Zeit zwischen der Aufnahme von zwei Bildern ist dann gleich der Belichtungszeit
plus etwaiger Verzo¨gerungen durch die Ausleseelektronik.
Hingegen wird bei LSFM mit gerastertem Gaußstrahl die Probe sequentiell beleuchtet. Die
Geschwindigkeit mit der der Laser durch die Probe bewegt wird, sollte so eingestellt wer-
den, dass der Strahl wa¨hrend der Belichtungszeit eine Strecke gleich seiner eigenen Breite
u¨berstreicht. Ist das vertikale Bildfeld um einen Faktor N gro¨ßer als der Strahldurchmes-
ser, dann ist die Bildaufnahmedauer gleich N multipliziert mit der Belichtungszeit. Dies
gilt auch fu¨r konfokale Aufnahmen mit synchronisiertem Rolling Shutter. Der konfokale
Aufnahmemodus hat somit seinen Preis in Form einer la¨ngeren Aufnahmezeit pro Bild.
Zur Veranschaulichung ein Vergleich: Eine typische CCD–Kamera mit einem Bildfeld von
500 Pixeln hat bei einer Belichtungszeit von 10 ms eine Aufnahmerate von 100 Hz. Eine
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typische in dieser Arbeit verwendete Breite des Rolling Shutters betrug 20 Pixel. Bei der
gleichen Belichtungszeit pro Volumenelement in der Probe, das auf ein Pixel abgebildet
wird, und gleichem Bildfeld la¨ge die Bildaufnahmzeit dann bei 250 ms, was einer Rate von
nur 4 Hz entspricht.
Mit dem entwickelten konfokalen LSFM konnte ein deutlicher Kontrast– und Auflo¨sungs-
gewinn demonstriert werden, sowohl mit Phantomproben aus Agarose und fluoreszierenden
Mikrokugeln, als auch in biologischem Gewebe. Am sta¨rksten ist der konfokale Effekt ortho-
gonal zum Rolling Shutter. Licht, das in dieser Richtung gestreut wird, trifft mit einer hohen
Wahrscheinlichkeit den inaktiven Bereich des Detektors. Streulicht parallel zum Detektor-
schlitz wird nach wie vor detektiert. Bei einer langen Aufnahmezeit und sehr schmalem
Rolling Shutter macht sich dies durch horizontale Streifen bemerkbar, die von hellen Bild-
bereichen ausgehen (Abschn. 5.6.3). Die Punktabbildungsfunktion kann dann parallel zur
Beleuchtungsrichtung elongiert erscheinen.
7.1 Zusammenfassung der numerischen Ergebnisse
Das Mikroskop wurde mit dem optischen Design–Programm Zemax entworfen und opti-
miert. Fu¨r die Beleuchtung wurde ein Luftimmersionsobjektiv verwendet mit einer nomi-
nellen numerischen Apertur von 0,28 , einer Vergro¨ßerung von 10 und einer Brennweite von
20 mm. Eine gerasterte, telezentrische Beleuchtung wurde mit Hilfe eines optischen Relais
und einem Galvospiegel realisiert. Dabei wurden achromatische Linsen so kombiniert, dass
die Fokusgro¨ße mo¨glichst gering blieb. Die Vergro¨ßerung des Relais betrug 1,8. Zusa¨tzlich
konnte noch ein Teleskop in den Strahl gefahren werden, so dass der Strahl um insgesamt
einen Faktor von 7,56 aufgeweitet wurde. Der 1/e2–Radius in der HFE des Beleuchtungs-
objektivs betrug somit wahlweise 1,08 mm oder 4,54 mm.
Diese Daten konnten verwendet werden, um die dreidimensionale Intensita¨tsverteilung des
Beleuchtungsfokus mittels paraxialer, numerischer Wellenpropagationsalgorithmen zu si-
mulieren. Mit den gleichen Algorithmen wurden auch die Punktabbildungsfunktionen der
drei in dieser Arbeit verwendeten Objektive simuliert. Letztlich konnte so die dreidimen-
sionale System–PSF (PSFsys) eines LSFM mit gerastertem Gaußstrahl und konfokaler Zei-
lendetektion bestimmt werden, die sich aus der Kombination der Intensita¨tsverteilung der
Anregung, der Detektions–PSF und den Eigenschaften des Detektors ergibt. Hierzu wur-
de ein virtuelles, punktfo¨rmiges Teilchen in z–Richtung durch den Detektionsfokus bewegt
und fu¨r jede Position des Teilchens dessen Bild numerisch simuliert (Abschn. 4.3.1). Im
konventionellen Aufnahmemodus blieb die PSFsys in x– und y–Richtung, im Vergleich zur
PSF des jeweiligen Detektionsobjektivs, unvera¨ndert. In axialer Richtung war die PSFsys
kleiner als die PSF des Detektionsobjektivs, was an der orthogonalen Beleuchtung lag.
Bei kleiner werdendem Rolling Shutter wurde eine Verkleinerung der PSFsys orthogonal
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zum Detektionsschlitz, also in y–Richtung, festgestellt. Fu¨r das 10x–Objektiv mit NA 0,3
und aufgeweitetem Strahl betrug w0,y, der Radius der PSFsys in y–Richtung, etwa 80 % von
w0,x, bei dem 20x–Objektiv mit NA 0,5 und Strahlaufweitung etwa 93 % (Abschn. 4.3.2).
Mit kleiner werdender Beleuchtungs–Apertur und gro¨ßer werdender Detektions–Apertur
nahm diese PSFsys–Asymmetrie ab.
Des Weiteren wurde auch eine Zunahme der Asymmetrie mit zunehmendem Abstand von
der Fokusebene beobachtet. Dieses Verhalten der PSFsys findet man auch bei konfokalen
Zeilen– Scanning–Mikroskopen, die nur ein Objektiv fu¨r Anregung als auch Detektion ver-
wenden, siehe z.B. [WKZ06]. Aufgrund des schnell abfallenden Gaußprofils des gerasterten
Strahls und des schmalen Schlitzdetektors wird durch den Detektor bei der Aufnahme in
y–Richtung weniger Licht integriert als in x, wodurch die PSF in dieser Richtung verklei-
nert wird.
In einigen Bildern, die mit besonders schmalem Detektorschlitz aufgenommen wurden, fiel
eine Verzerrung in x–Richtung auf, die deutlich ho¨her war als die durch die Simulationen
Ermittelte (Abschn. 5.6.3). Dies ist auf Streulicht zuru¨ckzufu¨hren, das sich parallel zum
Detektionsschlitz ausbreitet und somit detektiert wird.
Neben der mathematischen Modellierung eines Bildes mit Hilfe der PSFsys(x,y) wa¨re es
denkbar das residuelle Streulicht durch einen zweiten Faltungskern K(x,y) darzustellen.
Das Gesamtbild B(x,y) wu¨rde somit durch die Summe aus zwei Faltungen mit der Fluo-
reszenzverteilung C(x,y) entstehen:
B(x,y) = PSFsys(x,y)⊗ C(x,y) +K(x,y)⊗ C(x,y)
= (PSFsys(x,y) +K(x,y))⊗ C(x,y).
(7.1)
Der Term (PSFsys(x,y) + K(x,y)) kann somit als neue PSF aufgefasst werden, die das
residuelle Streulicht mitberu¨cksichtigt. K(x,y) ko¨nnte zum Beispiel durch einen gaußschen
Filterkern, der in x–Richtung operiert, modelliert werden (vgl. Abb. 5.12). Im tatsa¨chlichen,
biologischen Experiment ist dieser Term jedoch unbekannt, kann aber mit Hilfe von Blind
Deconvolution gescha¨tzt werden. Blind Deconvolution ist eine Dekonvolution bei der eine
optimale PSF vom Bild ausgehend, unter Verwendung der Maximum–Likelihood–Methode,
iterativ gescha¨tzt wird. Die theoretische Form der PSFsys wu¨rde dabei als Ausgangspunkt
dienen.
Durch zusa¨tzliche Randbedingungen ko¨nnte die Zuverla¨ssigkeit mit der die PSF gescha¨tzt
wird erho¨ht werden. Diese ko¨nnen eingefu¨hrt werden, indem mehrere dreidimensionale Auf-
nahmen der Probe aus unterschiedlichen Richtungen, wie in [KGS+12], aufgenommen und
zu einem Datensatz zusammengefu¨gt werden. Hierzu wu¨rden sich insbesondere die Regis-
trierungsmethode aus [PSST10] in Verbindung mit dem Dekonvolutionsalgorithmus aus
[PAS+13] eignen.
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7.2 Vergleich von konventionellen und konfokalen Daten
Sowohl in einer Phantomprobe aus fluoreszierenden Mikrokugeln, als auch in biologischem
Gewebe konnte ein deutlicher Anstieg des Kontrastes und eine Verbesserung der axialen
Auflo¨sung durch die konfokale Zeilendetektion nachgewiesen werden. Hier sind zwei Fakto-
ren zu unterscheiden: Der Erste ist die Aufweitung des Anregungsstrahls mit zunehmendem
Abstand des Anregungsfokus von der Glaswand der Probenku¨vette (Anregungstiefe). Hier-
durch wird die effektive, axiale Auflo¨sung eines LSFM reduziert. Der zweite Faktor ist die
Streuung von Fluoreszenzlicht auf dessen Weg durch die Probe in Richtung Detektions-
objektiv. Dieser nimmt zu mit steigendem Abstand der abgebildeten Objektebene vom
Deckglas (Abbildungstiefe).
Dieser Effekt war bei einer geringen Abbildungstiefe in der Probe klein, erho¨hte sich aber
mit zunehmendem Abstand des untersuchten Bereichs vom Deckglas. Die Auswirkung des
Schlitzdetektors auf die PSF in der Bildebene war gering. Eine etwaige Asymmetrie war zu
klein um sie im Rahmen der Messfehler zu beobachten. Bei besonders hell fluoreszierenden
Objekten konnte jedoch eine Abbildungsverzerrung in x–Richtung beobachtet werden, wie
bereits in Abschn. 7.1 diskutiert wurde.
In z–Richtung konnte eine Verkleinerung des 1/e2–Radius der Punktabbildungsfunktion
um ca. 25 % nachgewiesen werden. In den numerischen Simulationen war dieser Effekt
bei den verwendeten Beleuchtungskonfigurationen und Detektionsobjektiven nicht nach-
weisbar. Vermutlich wurde jedoch der Beleuchtungsstrahl durch Streuung verbreitert, so-
dass seine laterale Ausdehnung effektiv in der Gro¨ßenordnung der axialen Ausdehnung der
Abbildungs–PSF lag. Die Diskriminierung des Lichtes von außerhalb des Fokus durch die
orthogonale Beleuchtung alleine verliert damit an Effizienz, kann jedoch durch den konfo-
kalen Schlitz wieder verringert werden.
Das SRV erreichte ein Maximum, wenn die Breite des konfokalen Schlitzes etwa gleich
der Breite des Anregungsstrahls war. Dies ist die optimale Breite des konfokalen Schlitzes.
Ein a¨hnliches Resultat erha¨lt man bei konfokalen Scanning–Mikroskopen, wo die optimale
Gro¨ße der Blende gleich der Gro¨ße der Beleuchtungs–Airyscheibe ist, [WC87].
Besonders deutlich zeigte sich die Verbesserung des Kontrastes in den biologischen Proben.
Wie stark der Kontrast verbessert werden kann ha¨ngt dabei von der Tiefe des Abgebildeten
Bereichs in der Probe und der Streula¨nge der Probe ab. So konnte im geklarten Mausgehirn
eine Verbesserung des Kontrastes bei der konfokalen Aufnahme ab einer Abbildungstiefe
von etwa 300µm um durchschnittlich etwa 10 % gegenu¨ber der konventionellen Aufnahme
gemessen werden. In gleichem Maße wurde der Kontrast beim nicht chemisch behandelten
Zebrafisch ab einer Tiefe von etwa 50µm besser. Das Abbilden von Polyta¨nchromosomen
bei einer Tiefe von 100µm zeigte, dass der Kontrast lokal sogar um das Zweifache des
Kontrastes bei Epi–Detektion verbessert werden konnte.
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7.3 Ausblick
Die Sta¨rke von LSFM mit konfokaler Zeilendetektion liegt darin, dass gestreutes Licht eli-
miniert wird und so der Kontrast und daraus resultierend auch die effektive Auflo¨sung der
Abbildung verbessert werden ko¨nnen. Bei geringen Abbildungstiefen ist der Kontrast mit
der konfokalen Methode gleich dem der Konventionellen. Hier ist der Streulichtanteil eher
gering und durch einen zu schmalen konfokalen Schlitz wird ein Teil der ballistischen Pho-
tonen herausgefiltert. Auch ist zu beachten, dass der Beleuchtungsstrahl genau konjugiert
zum Schlitzdetektor sein muss, da ansonsten ballistische Fluoreszenzphotonen auf inaktive
Bereiche des Detektors treffen. Ab welcher Abbildungstiefe eine konfokale Detektion sinn-
voll ist, ha¨ngt von den mittleren freien Wegla¨nge der Photonen in der Probe ab. Zwar kann
die MFW durch chemisches Aufklaren erho¨ht werden, dies ist aber bei Proben, die lebend
untersucht werden sollen, nicht mo¨glich.
Eine vielversprechende Anwendung dieser Methode hat sich durch die Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Prof. Odermatt ero¨ffnet. So wu¨rde die Abbildung von Strukturen wie
der Myelinscheiden in der Gro¨ßenordnung von 1µm und darunter in lebenden Zebrafischen
von konfokaler LSFM stark profitiern.
Ein mo¨glicher zuku¨nftiger Entwicklungsschritt wa¨re auch die Verwendung von Zweiphotonen–
Anregung im Beleuchtungsteil. So ko¨nnte die Linie entlang des Anregungsfokus weiter
verkleinert werden, da durch gestreutes Licht keine Fluoreszenz angeregt wird und die
konfokale Abbildung ra¨umlich begrenzte Detektion als auch ra¨umlich begrenzte Anregung
voraussetzt. Das emittierte Fluoreszenzlicht la¨ge nach wie vor im visuellen Bereich und un-
terla¨ge den gleichen Streuprozessen wie das in dieser Arbeit. Somit kann davon ausgegangen
werden, dass gestreutes Fluoreszenzlicht auch bei LSFM mit Zweiphotonen–Anregung einen
zusa¨tzlichen Hintergrund schafft, der durch konfokale Zeilendetektion eliminiert wu¨rde. Ei-
ne schonende in vivo Untersuchung der Myelindynamik im Ru¨ckenmark von Zebrafischen
sollte mittels gescannter, konfokaler Zweiphotonen–LSFM somit sehr gut mo¨glich sein.
In Verbindung mit einer Rotation der Probe, so dass diese von unterschiedlichen Richtun-
gen dreidimensional aufgenommen wird, sowie mit zusa¨tzlichen Detektionsstrahlenga¨ngen
zur effizienteren Nutzung des Fluoreszenzlichts, wu¨rde die Aufnahme von dreidimensio-
nalen Datensa¨tzen mit isotroper Auflo¨sung und hohem Kontrast auch aus tief liegenden
Probenbereichen ermo¨glicht.
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